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Rövidítésjegyzék 
 
 
(+)Blebb – (+)Blebbisztatin 
2P – kétfoton 
7‐TM – hét transzmembrán domén 
AmBlebb – para‐aminoblebbisztatin 
aLL – anterior lateral line system 
AMER1 – APC membrane recruitment 
protein 1 
AP – anteroposzterior 
APC – Adenomatous polyposis coli 
arm – armadillo repeat domén 
Blebb – blebbisztatin 
bmp2b – bone morphogenetic protein 
2b 
β‐TrCP ‐ β‐transducin repeat containing 
protein 
boz – bozozok 
CAMKII – Ca2+‐ és calmodulin‐függő 
kináz II 
Cas9 – CRISPR associated protein 9 
cadh1 – e‐cadherin 
CE – konvergens extenzió 
chd – chordin 
chk – chokh 
CID – β‐catenin inhibitory domén 
CRD – cisztein‐gazdag domén 
CRISPR – Clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats 
Cxcl12a – C‐X‐C motívum ligandum 12a 
Cxcr4b, Cxcr7b – C‐X‐C motívum 
receptor 4b és 7b 
DAAM – DVL‐associated activator of 
morphogenesis 1 
DEL – deep layer 
DFC – dorsal forerunner cell 
Dpp – Decapentaplegic 
DEPC – dietil‐pirokarbonát 
DK – destruktív komplexum 
dkk1 – dickkopf 1 
Dpf – days past fertilization 
DV – dorzoventrális 
Dvl – dishevelled 
ef1α – elongation factor 1α 
EMT – epiteliális‐mezenchimális 
tranzíció 
ER – endoplazmatikus retikulum 
EVL – enveloping layer 
FGF – fibroblast growth factor 
Fz – Frizzled 
GAP – GTPáz aktivátor protein 
GDI – GDP disszociáció inhibitor 
GEF – Guanin nucleotide exchange 
factor 
gsc – goosecoid 
GSK3 – glikogén szintáz‐kináz 3 α/β 
GSP – gene specific primer 
H3 – hiszton 3 
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ich – ichabod 
JNK –  JUN‑N‑terminális kináz 
K4 – négyes pozícióban lévő lizin 
K27 – huszonhetes pozícióban lévő lizin 
kb – kilobázis 
KK1 ‐ Kazein kináz 1 α/δ 
kny ‐ knypek 
Lgr – Leucine‐rich repeat‐containing G‐
protein coupled receptor 
LRP – lipoprotein receptor‐related 
protein 
MII – nem‐izom Miozin II 
MBT – midblastula transition 
MO – morpholino 
MUSK – muscle skeletal receptor Tyr 
kinase 
MVB – multivesicular bodies 
NBlebb – para‐nitroblebbisztatin 
ndr1 – nodal‐related 1 
NFAT – nuclear factor of activated T 
cells 
NM – neuromaszt 
ON – overnight 
PBS – phosphate buffered saline 
PCP – planar cell polarity 
PFA – paraformaldehid 
PIP2 – Foszfatidil‐inozitol‐4,5‐biszfoszfát 
PKC – protein kináz C 
PLC – phospholipase C 
pLL – posterior lateral line system 
pLLp – posterior lateral line primordium 
Porc – Porcupine 
PP2A – Protein‐foszfatáz 2A 
ppt – pipetail 
PTK7 – protein Tyr kinase 7 
RACE – rapid amplification of cDNA 
ends 
RING – Really Interesting New Gene 
Rnf43 – RING finger protein 43 
ROCK – RHO kináz 
ROR – receptor Tyr kinase‐like orphan 
receptor 
rx3 –  retinal homeobox gene 3 
RYK – receptor Tyr kinase 
sFRP – secreted Frizzled‐related protein 
slb – silberblick 
Sog – Short gastrulation 
TCF – T‐cell factor 
tri – trilobite 
Vangl2 – Strabismus/Van Gogh like 2 
WIs – Wntless/Evi 
YSL – yolk syncytial layer 
Znrf3 – zinc/RING finger protein 3 
ZO‐1 – Zonula Occludens 1
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Bevezetés 
 
 
Az  egyedfejlődés  során  egyetlen  sejtből,  a  megtermékenyített  petesejtből,  azaz  a 
zigótából  sorozatos  osztódások  és  precízen  szabályozott morfogenetikus mozgások, 
valamint morfogén gradiensek szabályozta differenciációs folyamatok során kifejlődik az 
embrió,  a  lárva, majd  kialakul  a  kifejlett  állat. A  folyamat  legfontosabb  lépései  közt 
tarthatjuk  számon  az  állat  testtengelyeinek  kifejlődését.  Bilaterális  szimmetriával 
rendelkező  élőlények  esetében ezek  az  anteroposzterior  (AP),  a dorzoventrális  (DV), 
valamint a bal‐jobb tengely. 
 
Jelátviteli útvonalak összjátéka az egyedfejlődés során 
 
Az  embrionális  fejlődés  során  különböző  jelmolekulák,  úgynevezett  morfogének 
diffundálnak  keresztül  az  embrión,  hatásaikkal  pedig  koncentrációfüggő  módon 
meghatározzák a különböző sejtek, sejtcsoportok illetve szövetek további sorsát. Ezen 
jelmolekulák  valamint  antagonistáik  jól  körülhatárolható  forrásdoménekből  eredve 
gradienseket alakítanak ki az embrióban, amely sejtcsoportok így távolról szabályozzák 
a  szövetek  fejlődési  irányait.  Sok  esetben  találunk  olyan  aránylag  kis  területű 
doméneket, úgynevezett organizátor régiókat, amelyekből több morfogén is ered, és a 
gasztruláció  alatt  az  egész  embrió  területén  meghatározzák  a  sejtsorsokat  és  a 
morfogenetikai mozgásokat. Ez a fajta globális szignalizációs hálózat határozza meg az 
AP  és  a  DV  tengely  irányultságát,  a  csíralemezek  elkülönülését,  a  szövettípusok 
kialakulását, valamint a gasztrulációs sejtmozgásokat (Williams és Solnica‐Krezel 2017). 
A  DV  tengely  kialakulása  néhány  konzervált  jelátviteli  útvonal  precíz  összjátékának 
következménye, melyeknek köszönhetően egy  jellegzetes BMP  (bone morphogenetic 
protein)  jelátviteli  gradiens  alakul  ki  a  fejlődő  szervezetben,  kialakítva  a  DV 
aszimmetriát. 
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A  TGF‐  (transforming  growth  factor‐)  szupercsaládba  tartozó  BMP  jelmolekulák 
számos  szerv  és  szövet  kialakulását  szabályozzák  az  embrionális  fejlődés  különböző 
szakaszaiban.  A  BMP  ligandum  receptorához  való  kötődése  SMAD  transzkripciós 
faktorokon keresztül  szabályozza a megfelelő célgének átíródását. Eme  szignalizációs 
folyamatnak gerinctelenekben és gerincesekben egyaránt konzervált központi szerepe 
van a DV tengely kialakításában, ami az útvonal  legkorábbi funkciója az organizmusok 
egyedfejlődése  során.  A  BMP  ligandumok  koncentrációját  befolyásoló  extracelluláris 
faktorok szintén konzerváltak az élővilágban, segítségükkel precízen szabályozott BMP‐
gradiensek  jönnek  létre,  amelyek  nagy  kiterjedésű  doménekben  határozzák meg  a 
fejlődő embrió sejtsorsait (Little és Mullins 2006). 
Azonban a BMP gradiens nem minden törzsfejlődési csoportban ugyanúgy hat. Gerinces 
szervezetekben  a  BMP  szignál  ventralizáló  hatású,  gátlása  szükséges  a  dorzális 
struktúrák  képződéséhez.  Ezzel  ellentétben Drosophila‐ban  a Decapentaplegic  (Dpp) 
nevű BMP homológ fehérje dorzalizáló hatású, ventrális szövetek ott tudnak kialakulni, 
ahol a Chordin homológja, a Short gastrulation (Sog) termelődik. Ezzel összefügg, hogy 
az idegrendszer viszont minden vizsgált csoportban az alacsony BMP expressziót mutató 
oldalon alakul ki, hiszen rovarokban hasdúcidegrendszert találunk a sog‐ot expresszáló 
ventrális oldalon (De Robertis 2008). 
Az Anamniota csoportba  tartozó  fajokban a BMP  szignál gátlása a Wnt  szignalizációs 
útvonal által  történik. Az anyai ‐catenin  transzkripciós  faktor  sejtmagi  lokalizációján 
keresztül a Wnt szignál jelöli ki az embrió legdorzálisabb doménjét, a dorzális organizátor 
régiót, avagy a Spemann‐Mangold organizátort. A későbbiekben itt képződnek, és innen 
áramlanak  ventrolaterális  irányban  az  extracelluláris  BMP‐antagonisták,  amelyek 
dorzálisan gátolják, illetve ventrolaterálisan modulálják a BMP szignalizáció működését 
a blasztodermában (1. ábra) (Little és Mullins 2006). 
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1. ábra: A dorzális  indukció  folyamata.  (A) a dorzális  jelátviteli központ kialakulása során egy dorzális 
determináns  (feltételezhetően Wnt8a)  transzportálódik  a  vegetatív  pólusról  a  dorzális  oldalra,  (B)  a 
dorzális determináns a β‐catenin nukleáris akkumulációját  indukálja, (C) a β‐catenin hatására kialakul a 
dorzális organizátor, elkezdenek  termelődni  a BMP antagonisták,  (D) a BMP  antagonisták  a  környező 
mezodermából a velőlemez kialakulását  indukálják,  (E) a velőlemezből képződik majd az  idegrendszer 
((Bernadett 2011) alapján). 
 
Az embrionális fejlődés során a BMP ligandumok térben és időben dinamikusan változó 
expressziót mutatnak. A fejlődés korai szakaszában az anyai mRNS‐ekről a blasztoméra 
teljes  területén  transzlálódnak  BMP  ligandumok, majd  az  anyai  eredetű mRNS‐ek  a 
blasztula  periódusban  fokozatosan  lebomlanak.  A  2,25  hpf  lejátszódó  midblastula 
transition (MBT) (Kane és Kimmel 1993) folyamán történő zigotikus génaktiváció után a 
BMP ligandumok az embrió teljes területén expresszálódnak a zigotikus génekről, majd 
a gasztruláció során expressziójuk fokozatosan a ventrális területekre korlátozódik. Az 
aktív BMP szignalizáció pozitívan szabályozza a BMP ligandumok génjeinek átíródását, 
így a szignál önfenntartó. A visszacsatolási hurok felbontása szükséges ahhoz, hogy az 
útvonal gátlódjon a dorzális oldalon (Little és Mullins 2006). 
A  dorzális  organizátorból  származó  extracelluláris  BMP‐antagonisták  gátolják  a  BMP 
jelet,  így  lehetővé  teszik  a  szövetek  dorzalizációját.  Az  antagonisták  ventrolaterális 
irányban  egyre  csökkenő  koncentrációjú  gradienseket  alakítanak  ki,  ennek 
következtében  egy  komplementer  BMP‐jelátviteli  gradiens  képződik.  Mind  az 
ektoderma, mind a mezoderma dózisfüggő módon reagál a BMP‐koncentrációra: minél 
nagyobb mennyiségben  található  BMP  egy  területen,  annál  ventralizáltabb  szövetek 
alakulnak ott ki. Ennek következtében a növekvő koncentrációjú BMP gradiens kialakítja 
a szövetek meghatározottságát a DV tengely mentén (Little és Mullins 2006). 
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A fenti genetikai interakciók eredményeként a fejlődő embrióban a gasztruláció során 
elkülönülnek  a  csíralemezek,  kialakulnak  az  AP  és  a  DV  tengelyek,  és  fokozatosan 
megformálódik  a  testterv  a  szervkezdeményekkel.  Az  újonnan  kialakult  szövetek,  a 
dorzális poszterior mezoderma és a velőlemez a gasztruláció alatt  lejátszódó epibólia 
során  AP  irányban  meghosszabbodnak,  miközben  elvékonyodnak,  valamint 
mediolaterálisan  elkeskenyednek.  Ezt  a  jelenséget  az  alkotó  sejtek  dorzális  irányba 
vándorlása, és mediális interkalációja okozza. Ez a folyamat a konvergens extenzió (CE) 
(2. ábra) (Solnica‐Krezel 2005) (Williams és Solnica‐Krezel 2017). 
 
 
2. ábra: A konvergens extenzió folyamata. A‐C: mikroszkópos felvételek különböző fejlődési 
stádiumokból, laterális nézet, dorzális oldal jobbra; D: sematikus ábra a konvergens extenzió során 
lezajló sejtmozgásokról ((Rauch 2014)  ábrája alapján). 
 
Sejtmozgások a fejlődő embrióban 
 
Ez az egész embrióra kiterjedő morfogenezis  térben és  időben precízen  szabályozott 
sejt‐,  illetve  szövetmozgásokon keresztül  zajlik, melyeket morfogének  irányítanak.   A 
folyamat  során  újabb  és  újabb  sejtkapcsolatok  születnek  sejtcsoportok,  szomszédos 
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szövetek,  csíralemezek  között,  amelyek  aztán  újabb  morfogenetikai  hatásokat 
indukálnak. Ezek mindegyike bizonyos meghatározott molekulák hatására jön létre, és 
meghatározott  sejtsorsokat  indukál,  emergens  folyamatként  hozzájárulva  az  embrió 
formálódásához a gasztruláció során (Williams és Solnica‐Krezel 2017). 
Ezen globális folyamatok lokális, kisebb léptékű, anizotróp erőhatások eredményeként 
mennek végbe, azonban ezen erőhatások kiváltóiról és továbbítóiról nem sokat tudunk. 
A konvergens extenziót  szabályozó erőhatások molekuláris bázisát keresve  legtöbbet 
vizsgált  rendszer  az  aktomiozin  sejtváz  rendszer.  Az  aktomiozin  rendszer 
kontraktilitásáért felelős motorfehérje a nem‐izom miozin II fehérje (MII).  
A MII egy hexamer motorfehérje, amely egy‐egy pár nehéz (myosin heavy chain ‐ MHC), 
esszenciális könnyű (essential light chain ‐ ELC) és szabályozó könnyű (regulatory light 
chain  ‐  RLC)  láncból  áll.  A MII‐nek  háromféle  izoformáját  különíthetjük  el,  amelyek 
különböző MHC‐eket (A, B, C), ám azonos RLC‐eket és ELC‐eket tartalmaznak (3. ábra) 
(Wang és mtsai, 2011) (Pfister és mtsai, 2016). 
 
 
3. ábra: A MII szerkezete és főbb szabályozó fehérjéi ((Newell‐Litwa és mtsai, 2015) ábrája alapján). 
 
 
 
12 
 
Ezen fehérjék két fő funkcióval rendelkeznek: 
1) az aktomiozin rendszerek stabilizációja aktinszálak keresztkötésével 
2) aktin‐  és  ATP‐függő  szabályozott  kontraktilis  aktivitás,  melynek  során  a 
kapcsolódó  aktinszálak  elcsúsznak  egymás  között.  Ez  a  mechanizmus 
erőkifejtésre alkalmas. 
Az  aktomiozin  kontraktilis  rendszernek  számos  egyedfejlődési,  sejten belüli  valamint 
fiziológiai  folyamatban  van  szerepe,  mint  pl.:  izom‐összehúzódás,  citokinézis, 
differenciáció,  polarizáció,  sejt  motilitás  és  a  blebesedés  (nagy  méretű,  nagyjából 
gömbalakú kitüremkedések képződése a sejt  felszínén, tízmásodperces nagyságrendű 
időskálán, apoptózis, citokinézis valamint sejtmozgások során (Charras és mtsai, 2005)) 
(Vicente‐Manzanares és mtsai, 2009). Ezek közül néhány, amelyekben az N‐terminális 
motordomén a meghatározó, függ a nehéz láncok izoformájától, mások, amelyekben az 
aktin‐keresztkötés a meghatározó, izoforma‐függetlenek (Wang és mtsai, 2011). 
Xenopus embrióban  kimutatták, hogy  a MII‐nek  szerepe  van  a  konvergens extenziót 
eredményező  erőhatások  generálásában,  mivel  polarizált  aktomiozin  struktúrákat 
találtak  a  konvergens  extenzión  áteső  szövetekben,  kismolekulájú MII‐inhibitorokkal 
pedig meg tudták zavarni a folyamatot. Pfister és kollegái kimutatták, hogy az eredetileg 
polarizálatlan  mezodermális  sejtek  fokozatosan  polarizálódnak,  miközben 
mediolaterálisan lamelliform kitüremkedéseket növesztenek, amelyek a mediolaterális 
tengely  irányában  megnyújtják  a  sejteket,  majd  hozzákapcsolódnak  a  szomszédos 
sejtekhez átmeneti C‐cadherin sejtkapcsolatokon keresztül (Pfister és mtsai, 2016). Az 
aktomiozin  citoszkeleton  dinamikus  átrendeződésével  kiépül  az  intracelluláris  fonal‐
csomópont  hálózat  a  lamellopódiumok  között,  amelyeket  a megerősödő  C‐cadherin 
sejtkapcsolatok  kötnek  össze  egy  átfogó  transzcelluláris  kontraktilis  rendszerré.  E 
kontraktilis  rendszer összehúzódásai eredményezik a sejtek mediális konvergenciáját, 
majd  interkalációját. Mivel  a  komponensek  turnovere miatt  az  aktomiozin  rendszer 
folyamatosan  átrendeződik,  az  erővonalak  is  dinamikusan  változnak,  ám  a 
konvergenciát előidéző hatás összességében állandó (Pfister és mtsai, 2016). 
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Irodalmi áttekintés 
 
 
A DV tengely kialakulása zebradánióban 
 
Kutatócsoportunkban  a  DV  tengely  kialakulását,  illetve  az  ezt  szabályozó  géneket 
vizsgáljuk  a  zebrahal  (Danio  rerio)  modellszervezet  segítségével.  A  zebrahal  a 
magzatburok  nélküliek  (Anamnia)  csoportjába  tartozó,  kedvelt  gerinces 
modellszervezet. Kis mérete, relatív igénytelensége folytán tartása egyszerű, kis helyen, 
egyszerű körülmények között is tekintélyes törzsállomány tartható fenn. Az állatok külső 
megtermékenyítéssel szaporodnak és alig 24 óra leforgása alatt egy jól felismerhető hal‐
formájú embrió jön létre a zigótából. 
Az utóbbi évek eredményei fényt derítettek arra, hogy a zebrahal DV fejlődés folyamatát 
több  szignalizációs  útvonal  precíz  összhatása  szabályozza.  A  zigotikus  génexpresszió 
beindulása  előtt  anyai  szignálok  érvényesülnek  az  embrióban,  így  mindenhol 
ventralizáló faktorok expresszálódnak, mint a bmp2b, a vox vagy a vent (Imai és mtsai, 
2001). Ezzel egyidőben az anyai ‐catenin aktiválja a dorzalizáló gének (pl. a bozozok) 
átíródását  először  a  dorzális  blasztomérákban  (a  prospektív  embriópajzsban)  és  a 
csírakorong  és  szikanyag  határán  kialakuló  syncitium  (Yolk  Syncytial  Layer,  YSL,  a 
kétéltűek  Nieuwkoop  centrumának  megfelelője)  dorzális  sejtmagjaiban  (Chen  és 
Kimelman 2000)  (Bellipanni és mtsai, 2006). Amint az akkumulálódó Bozozok  fehérje 
szintje elér egy kritikus értéket, képes  lesz gátolni a ventralizáló faktorok átíródását a 
dorzális sejtekben. Így itt megindulhat a korábban a ventralizáló faktorok gátlása alatt 
levő  dorzálisan  expresszálódó,  BMP‐  és  Wnt‐antagonistákat  kódoló  gének,  mint  a 
chordin (chd), dickkopf‐1 (dkk1) vagy a nodal‐related 1 (ndr1), expressziója (Schier 2001) 
(Leung és mtsai, 2003).  
A gasztruláció alatt a Bmp valamint a Wnt szignalizációs utak modulált aktivációja folytán 
alakul ki egy sokkal összetettebb mintázat: a dorzális oldalról eredő BMP‐antagonisták 
biztosítják  a  velőlemez  kialakulását,  az  embrió  szélén  levő  differenciálatlan 
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mezodermából eredő Wnt‐gradiens pedig az egyes szövetek AP pozícióját befolyásolja 
(Schier és Talbot 2005). 
A  dorzális  jelátviteli  központ  kialakulása  során  egy  dorzális  determináns 
(feltételezhetően Wnt8a  (Lu és mtsai, 2011))  transzportálódik  a  vegetatív pólusról  a 
dorzális oldalra,  ahol  a ‐catenin nukleáris  akkumulációját  indukálja. Ennek hatására 
alakul  ki  ebben  a  régióban  a  dorzális  organizátor,  a  kétéltűek  Spemann‐Mangold 
organizátorának megfelelője. Itt kezdenek el termelődni az említett BMP‐antagonisták, 
amelyek a környező mezodermából a velőlemez kialakulását indukálják, amelyből majd 
az idegrendszer képződik (1. ábra) (Harland és Gerhart 1997). 
Fontos hangsúlyozni, hogy az egyes  jelátviteli útvonalak  funkciója kontextus‐függő és 
gyakran  kis  időkülönbséggel  az  embrió  különböző  területein  ellentétes  hatásokat 
indukálnak.  β‐catenin által  szabályozott génexpresszió két  jól elkülöníthető  területen 
jelenik meg az embrióban: egy dorzális doménban a prospektív organizátor területén, 
valamint  ventrolaterálisan  a  csíraöv  területén.  E  két  expressziós  domén  ellentétes 
funkciókkal  rendelkezik,  továbbá  differenciált  szerepe  van működésükben  a  két  β‐
catenin paralógnak, a  β‐catenin‐1‐nek és a  β‐catenin‐2‐nek. Míg az organizátor  régió 
esetében  dorzalizáló  hatást  látunk,  ami  teljes  mértékben  β‐catenin‐2‐függő,  a 
ventrolaterális  doménban  expresszálódó  Wnt8  ventralizálja  a  mezodermát  és 
poszteriorizálja  a  neuroektodermát,  amely  hatásokban  redundáns  szerepe  van  a  β‐
catenin‐1‐nek és a β‐catenin‐2‐nek  (4. ábra)  (Varga és mtsai, 2007).  Így  lehet, hogy a 
kanonikus Wnt‐jelátviteli útvonal a korai dorzális‐indukció lezajlása után már a ventrális 
illetve poszterior struktúrák kialakítását segíti elő (Schier és Talbot 2005). 
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4. ábra: A chd expresszióját befolyásoló szignalizáció a ventrolaterális doménben. Részletesen lásd a 
szövegben ((Varga és mtsai, 2007) ábrája alapján). 
 
Ennek  a  kettős  szerepnek  a  tükrében  kutattuk  a  DV‐tengely  kialakulásának 
szabályozásban résztvevő fehérjéket kódoló géneket. A folyamatban szerepet játszó új 
géneket az anyai β‐catenin deficiens, ventralizált ichabod (ich) mutáns és menekített ich 
embriók között végzett transzkriptóma összehasonlítás alapján azonosítunk. 
 
A Wnt jelátviteli útvonal 
 
A Wnt  szignalizáció  a  kevés  evolúciósan  konzervált,  az  egyedfejlődésben  széleskörű 
funkciókkal  rendelkező  jelátviteli útvonal egyike.  Számos  gén  által  kódolt,  változatos 
mértékben eltérő, ám jelátviteli hatásukban mégis rendkívül hasonló ligandumaikkal és 
receptoraikkal  a  Wnt  szignálutak  bonyolult  kombinatorikus  szabályozási  hálózatot 
alakítanak  ki  a  szervezetben.  Az  útvonalat  elsőként  Drosophilában  a  szárnyfejlődés 
apropóján  (Wingless  ‐ Wg),  illetve egérben protoonkogénként  (Int)  (Nusse és Varmus 
1982)  írták  le,  innen  ered  az  összevont  elnevezés  (Wnt)  (Nusse  és  Varmus  1992). 
Munkámban  ez  utóbbit  használom,  kivéve,  amikor  Drosophila  homológról  esik  szó, 
amely esetben a Wg megnevezést alkalmazom. Alapvetően két típusát különíthetjük el: 
a  β‐catenin‐függő  kanonikus,  valamint  a  β‐catenin‐független  nem‐kanonikus 
útvonalakat. Utóbbi kategória legfontosabb képviselői a Wnt/Planar cell polarity (PCP) 
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útvonal,  valamint  a  Wnt‐Ca2+  útvonal  (3.ábra)  (Niehrs  2012).  A  továbbiakban  a 
kanonikus Wnt szignalizációt mutatom be részletesen. 
 
 
5. ábra: A Wnt szignalizáció főbb típusai. (A) a Wnt/PCP jelátviteli útvonalon a  jel a RHOA és RAC1 kis 
GTPázokat aktiválja, amelyek pedig a RHO kinázt  (ROCK) és a  JUN‑N‑terminális kinázt  (JNK). Ez aktin 
polimerizációhoz és mikrotubulus  stabilizációhoz vezet. Ez az útvonal elsősorban a  sejt polaritást, sejt 
motilitást és a morfogenetikus mozgásokat szabályozza. (B) a részletes magyarázatot lásd a szövegben. 
(C) a WNT‐Ca2+ jel a Ca2+‐ és calmodulin‐függő kináz II‐t (CAMKII), a protein kináz C‐t (PKC) és a calcineurin‐
t  aktiválja. A calcineurin az aktivált T‐sejtek nukleáris faktorát (nuclear factor of activated T cells ‐ NFAT) 
aktiválja, ami a sejtsorsokat és sejt migrációt szabályozó gének átíródását szabályozza. A Wnt/PCP és a 
Wnt‐Ca2+ útvonalak több ponton gátolhatják a β‐catenin  jelátvitelt. DAAM: DVL‐associated activator of 
morphogenesis  1, Dvl: Dishevelled;  LRP:  Lipoprotein  receptor‐related protein, MUSK: muscle  skeletal 
receptor  Tyr  kinase,  PLC:  phospholipase  C,  PTK7:  protein  Tyr  kinase  7,  ROR:  receptor  Tyr  kinase‐like 
orphan receptor, RYK: receptor Tyr kinase ((Niehrs 2012) ábrája alapján). 
 
A Wnt szignalizáció ligandumai 
 
A Wnt jelátviteli útvonal erőteljesen konzervált extracelluláris ligandumai az embrionális 
fejlődés  során  szükséges  sejtek közötti kommunikáció kiemelkedően  fontos eszközei. 
Alapvetően  növekedési  faktorok,  amelyek  a  sejtciklust  számos  pontján  modulálva 
proliferációt  indukálnak.  Ám  a  legtöbb  növekedési  faktorral  ellentétben  képesek 
direkcionális  proliferációt  indukálni  a  célsejtjeikben,  így  meghatározott  formájú 
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szöveteket,  szerveket  kialakítani  amorf  struktúrák  helyett.  Ezt  többszörös 
szignáltranszdukciós  hatásukkal  érik  el, melyek  között  a  génexpresszió  szabályozása 
mellett a citoszkeleton és a mitotikus orsó modulációja is megtalálható. Továbbá a Wnt 
ligandumok számos különböző típusú receptorhoz és koreceptorhoz kapcsolódhatnak, 
így hozva  létre azt a kombinatorikus szabályozási hálózatot, amely nélkülözhetetlen a 
fejlődő  szövetek  pontos  kialakításához,  valamint  a  már  kialakult  szövetek 
organizációjának folyamatos fenntartásához (Nusse és Clevers 2017). 
A Wnt  ligandumok  intercelluláris  jelátviteli molekulaként működnek, ám exportjukról, 
célba  jutásukról még mindig nem  sokat  tudunk. Termelődésük  során a 40 kDa  súlyú 
cisztein‐gazdag  fehérjék  a  Porcupine  fehérje  közvetítésével  egy  palmitoleinsav 
oldalláncot kapnak az endoplazmatikus retikulumban (ER). Ez az oldallánc szükséges a 
Wnt  lingadum  Frizzled  (Fz)  receptorához  való  kötődéshez,  azonban  ezen  kívül 
hidrofóbbá is teszi a fehérjét. Elképzelhető, hogy így segíti elő a sejtmembránokhoz való 
kihorgonyzódását, ami korlátozhatja a terjedését és a hatótávolságát. Az érési folyamat 
során  a Wnt  ligandum  a   Wntless/Evi  (WIs)  transzmembrán  fehérjéhez  kötődik,  ami 
elősegíti a sejten belüli szállítódását a plazmamembrán irányába, ahol szekretálódik (6. 
ábra) (Nusse és Clevers 2017). 
 
 
6. ábra: A Wnt ligandumok szekréciós mechanizmusa. Részletesen lásd a szövegben ((Nusse és Clevers 
2017) ábrája alapján). 
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A Wnt ligandumok terjedése 
 
A Wnt szignálmolekulák célsejtjükhöz való eljutásuk módjáról keveset tudunk. Hidrofób 
mivoltuk  miatt  valószínűnek  tűnik,  hogy  a  fehérjék  nem  szabadon  áramlanak  az 
extracelluláris  térben,  hanem  szekréciós  vezikulumokhoz  vagy  exoszómákhoz 
kapcsolódnak.  Gross  és  kollégái  ki  is mutatták,  hogy  a  szekretált Wnt  ligandumok 
legalább egy része exoszómákhoz kapcsolódva szállítódik (Gross és mtsai, 2012). Ezek az 
exoszómák  multivezikuláris  testekből  (MVB)  keletkeznek.  MVB‐k  a  célsejtekben  is 
szükségesek  a  normálisan  működő  Wnt  szignalizációhoz.  A  vezikulumok  a  Wnt 
molekulákat és a horgonyzó WIs fehérjéket is tartalmazzák. A Wnt molekula a vezikulum 
külső oldalán van jelen, így képes a célsejt Fz receptorához kapcsolódni. 
Mivel a vezikulum‐kötött Wnt ligandumok eltávolítása csak részlegesen csökkentette a 
Wnt  szignalizáció mértékét,  feltételezhető, hogy egyéb útjai  is  vannak  a  ligandumok 
intercelluláris  terjedésének.  Ilyen  mechanizmust  írtak  le  Farin  és  kollégái,  amikor 
kimutatták,  hogy  a  bélhám  Paneth‐sejtjeiben  termelődő  Wnt3  ligandum  közvetlen 
membránkapcsolat  útján  jut  át  a  környező  epitéliumban  található  őssejtekbe.  Ezen 
ligandumok  nem  diffundálnak  az  extracelluláris  térben,  csupán  a  sejtosztódás  és 
sejtmozgások  hatására  távolodnak  el  forrásuktól,  így  alakítva  ki  a  bél  kriptáiban 
megfigyelhető Wnt gradienst, ami az epitélium differenciálódásáért és megújulásáért 
felelős (Farin és mtsai, 2016). 
Alexandre és kollégái sokat vitatott elmélete szerint egyenesen nem is szükséges a Wnt 
ligandumok diffúziója a szervezet normális fejlődéséhez. Drosophila modellben végzett 
kutatásukban a  legfontosabb Drosophila Wnt paralóg, a  szárnyfejlődésért  felelős Wg 
fehérjét kódoló gént olyanra cserélték, amelyről membránkötött Wg ligandum íródik át, 
így kizárólag  juxtakrin  jelátvitelt  tesz  lehetővé. Azonban ez a módosítás eredményeik 
szerint a szárny normális fejlődését nem befolyásolja. Ezek alapján javaslatuk szerint a 
többi Wnt ortológ hatótávolságát  is érdemes  lenne felülvizsgálni (Alexandre és mtsai, 
2014). Részben azonban ehhez a szemléletmódhoz kapcsolható az a felvetés is, hogy a 
zebrahalban expresszálódó Wnt ortológ, a Wnt8a parakrin módon,  fillopódiumokhoz 
kapcsolódva fejti ki hatását. Az ezt  leíró kutatások szerint ez a mechanizmus felelős a 
velőlemez AP polarizációjának kialakításáért a gasztruláció során. A nagy hatótávolságú 
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gradiens  jelátvitel  elméletük  alapján  vagy  az  osztódó  sejtek  utódgenerációiban 
fokozatosan  degradálódó mRNS‐,  avagy  fehérjetartalom,  vagy  aktívan migráló, Wnt 
ligandumot termelő sejtek útján valósulhat meg (Stanganello és mtsai, 2015). 
 
A kanonikus Wnt szignalizáció hatásmechanizmusai 
 
A sejtek  felszínén megtalálható Wnt receptor komplexek Fz/LRP heterodimerek. A Fz 
fehérjéknek 7 transzmembrán (TM) és egy extracelluláris cisztein‐gazdag (CG) doménjük 
van,  az  LRP  fehérjéknek  1  TM.  A  Wnt  ligandum  elsődlegesen  a  CG  doménhez 
kapcsolódik.  Ebben  több  kötőfelület  játszik  szerepet,  köztük egy hidrofób  zseb  a CG 
doménen, ahová a Wnt ligandum lipid oldallánca kapcsolódik. Wnt kötődés hatására a 
Fz  receptor és az LRP  receptor dimerizálódik, ami konformációváltozást eredményez. 
Ennek hatására a Fz receptor citoplazmatikus farka, miután több kináz  is foszforilálta,  
megköti az Axin scaffold‐fehérjét  (7. ábra)  (Nusse és Clevers 2017). Az útvonal végén 
aktiválódó transzkripciós  faktor, a β‐catenin által szabályozott célgének kulcsszerepet 
töltenek  be  többek  között  a  testtengelyek  kialakulásában,  valamint  a  neurális 
indukcióban  (Logan  és  Nusse  2004)  (Wilson  és  Houart  2004).  Az  útvonal  főbb 
komponenseit a (7. ábra) szemlélteti. 
A kanonikus Wnt szignalizáció központi kapcsolója a citoplazmatikus β‐catenin fehérje. 
Ennek  stabilitása a destruktív komplexum  (DK) szabályozása alatt áll. Ez a komplex a 
citoplazmában az Axin scaffold fehérjéhez kötődő két konstitutívan aktív szerin‐threonin 
kinázból  (Glikogén  szintáz  kináz  3  α/β  (GSK3)  és Kazein  kináz  1  α/δ  (KK1)),  a  tumor 
szupresszor  protein  Adenomatous  polyposis  coli‐ból  (APC),  Protein‐foszfatáz  2A‐ból 
(PP2A) és magából a β‐catenin‐ból áll (7. ábra). 
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7. ábra: A kanonikus Wnt útvonal inaktív, illetve aktív állapotban. Részletesen lásd a szövegben 
((Nusse és Clevers 2017) ábrája alapján). 
 
Az extracelluláris Wnt ligandum kötődésének hiányában a GSK3 és a KK1 a β‐catenin‐t 
szekvenciálisan  foszforilálja N‐terminálisan elhelyezkedő  szerint/threonin aminosavak 
sorozatán. A foszforilált motívum az F‐boxot tartalmazó E3 ubikvitin ligáz, a β‐transducin 
repeat containing protein (β‐TrCP) dokkolóhelyeként hat, így a β‐catenin ubikvitinációját 
és proteoszómális lebontását idézi elő, így a fehérje nem tud felhalmozódni a sejtben. A 
PP2A funkciója egyelőre nem tisztázott. 
A  ligandum  kötődése  a  Fz/LRP  receptorkomplexhez  a  sejtmembrán  közelébe 
horgonyozza a DK‐t, megzavarva működését,  így a sejtben megemelkedik a β‐catenin 
szintje. Ez gerincesekben valószínűleg az APC membrane recruitment protein 1 (AMER1) 
fehérje  közvetítésével  történik,  amely  egyszerre  képes  kötni  az  APC  N‐termiális 
armadillo repeat doménjét (arm), valamint a sejtmembránban elhelyezkedő foszfatidil‐
inozitol‐4,5‐biszfoszfátot (PIP2) (Stamos és Weis 2013).  Ezzel egyidőben a Fz receptorhoz 
a Dvl fehérje kötődik, ami valószínűleg elősegíti az LRP receptor és az Axin kötődését a 
Dvl‐en  és  az Axinon  egyaránt megtalálható DIX  doménen  keresztül,  továbbá  az  LRP 
citoplazmatikus  farkán  található megfelelő  domén  foszforilációját  (Fiedler  és mtsai, 
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2011). A foszforilált LRP domén közvetlenül gátolja a GSK3 működését, így hozzájárulva 
a  β‐catenin  stabilitásának  növekedéséhez.  A  DK‐ben  található  foszforilált  β‐catenin 
ubikvitinációja is gátlódik, így nem képes kilépni a komplexből, az pedig nem képes újabb 
β‐catenint  foszforilálni,  ami  a  foszforilálatlan,  a  sejtmagba  bejutni  képes  β‐catenin 
szintjének további emelkedéséhez vezet a citoplazmában (Nusse és Clevers 2017).  
A  közelmúltban  több  vizsgálat  is  kimutatott  egy  konzervált  szabályozómotívumot  az 
APC‐n, a  β‐catenin  inhibitory domént  (CID). A CID valószínűsíthetően  stabilizálja a  β‐
catenin APC‐hez való kötődését, és gátolja a β‐catenin/T‐cell factor (TCF)‐függő átírást a 
sejtmagban, így gátolva a Wnt szignalizációt. Újabb eredmények alapjánt egy alternatív 
modell  is  elképzelhető,  amely  szerint  a  CID  GSK3  általi  foszforilációja 
konformációváltozást idéz elő az APC‐ben, aminek hatására a β‐TrCP E3 ubikvitin‐ligáz 
hozzáférhet a foszforilált β‐cateninhez (Nusse és Clevers 2017). 
A Wnt  aktiváció  hatására  a  β‐catenin  felhalmozódik  a  citoplazmában,  és  képes  lesz 
bejutni a sejtmagba, ahol a DNS‐kötött TCF transzkripciós faktorokhoz kapcsolódik. Wnt 
jel  hiányában  a  TCF  transzkripciós  faktorok  a  Groucho  fehérjéhez  kapcsolódnak,  és 
transzkripciós represszorként viselkednek. A Wnt szignál hatására C‐terminális aktivátor 
doménjével  a  TCF‐hez  kapcsolódó  β‐catenin  átmenetileg  transzkripciós  aktivátorrá 
alakítja azt. A Wnt célgének expresszióját elsősorban ez a heterodimer transzkripciós 
aktivátorkomplex  fokozza,  emellett  a  β‐catenin  kromatin  szabályozó  fehérjékhez  is 
kapcsolódhat, így módosítva azok átírását (Nusse és Clevers 2017). 
A  Wnt  szignalizáció  alapvető  tulajdonsága  lehet,  ahogy  Goentoro  és  munkatársai 
rámutattak, hogy a célgének átíródását nem annyira a Wnt szignál abszolút erőssége, 
mint  a  relatív  változása  befolyásolja.  Elméletük  szerint  ezzel,  a  biológiai  szenzoros 
rendszerekben gyakori mechanizmussal a szervezet képes kiküszöbölni a sztochasztikus, 
genetikai valamint környezeti változásokat, így egy robusztusabb, stabilabban működő 
szignalizációs rendszert hozva létre (Goentoro és Kirschner 2009). 
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A Wnt szignalizáció modulációja 
 
Humán szempontból  is rendkívül releváns két, őssejtspecifikus Wnt target gének által 
kódolt,  homológ  Wnt  antagonista,  az  Rnf43  (RING  finger  protein  43)  és  a  Znrf3 
(zinc/RING  finger  protein  3).  A  két  fehérje  egy‐egy  ekto‐,  transzmembrán  és 
intracelluláris  RING  (Really  Interesting  New  Gene)  doménnel  rendelkező 
transzmembrán E3 ubiquitin‐ligáz, amelyek sejtfelszíni Wnt receptorok eltüntetésével 
hoznak  létre  negatív  visszacsatolási  hurkot.  A  fehérjék  a  Fz  receptorok  7‐TM 
doménjének  intracelluláris  loopján található  lizineket ubiquitinálják,  így endocitózisuk 
serkentésével lizoszómális emésztésre jelölik ki őket (Koo és mtsai, 2012) (Koo és mtsai, 
2015). A két homológ fehérje mutációját számos emberi tumorsejtvonalban kimutatták, 
mint  pl.  végbél‐, máj‐,  gyomor‐,  vagy mellékveserák  típusok.  Ezen  ráktípusokban  a 
tumorsejtek proliferációjához szükséges a konstitutív parakrin Wnt aktiváció, ezt teszi 
lehetővé  az  E3  ligázok  működésképtelensége.  Normális  körülmények  között  a  két 
fehérjét  az  R‐spondin  és  a  leucin‐gazdag  ismétlődést  tartalmazó,  G‐protein  kötött 
receptor (Leucine‐rich repeat‐containing G‐protein coupled receptor – Lgr) ‐4, ‐5 és ‐6 
Wnt agonisták gátolják (Koo és mtsai, 2015). 
A  gerinces  genomban  4  szekretált  R‐spondin  fehérje  génje  található.  Az  R‐spondin 
fehérjékben  található  2  furin  domén N‐terminálisan,  és  egy  trombospondin  domén. 
Őket három, a hét transzmembrán domén (7‐TM) receptor családba tartozó fehérje, az 
Lgr‐4,  ‐5  és  ‐6  köti  nagy  affinitással  N‐terminális  ektodoménjével,  ezek  a  fehérjék 
szükségesek a Wnt agonista hatás kifejtéséhez. Számos  őssejtvonalban  figyelték már 
meg  kifejeződésüket  (Nusse  és  Clevers  2017).  A  működésükről  alkotott,  jelenleg 
elfogadott, modell  szerint  az  Lgr  protein  kapcsolódása  az  R‐spondin  furin‐2  repeat 
doménjéhez lehetővé teszi, hogy az a másik furin doménjével az Rnf43/Znrf3 fehérjéhez 
kapcsolódjon. Ez az E3 ubiquitin‐ligázok plazmamembrántól való elválását, és a Fz/LRP 
receptorkomplex  folyamatos  aktivációját  eredményezi,  így  felfokozva  a Wnt  szignál 
intenzitását (Carmon és mtsai, 2011) (Nusse és Clevers 2017). 
Meg  kell  említenem  a Wnt  antagonisták  két  fő  szekretált  osztályát,  a Dickkopf  és  a 
secreted  Frizzled‐related  protein  (sFRP) Wnt  inhibitor  osztályt. A Dickkopf  osztályba 
tartozó  inhibitorok  az  LRP  receptorokhoz  kapcsolódnak,  így  csak  a  kanonikus  Wnt 
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jelátviteli útvonalat képesek gátolni. Az sFRP osztályba tartozó kismolekulájú szekretált 
antagonisták (emlősökben a WIF‐1, a Cerberus, és maga az sFRP család, Xenopusban, 
csirkében valamint zebrahalban pedig ezeken kívül a   Sizzled, Crescent és a Tlc) ezzel 
szemben  magához  a  Wnt  ligandumhoz  képesek  kötődni,  így  egyaránt  gátolva  a 
kanonikus és a nem‐kanonikus Wnt szignalizációt (Kawano és Kypta 2003) (Bovolenta és 
mtsai, 2008). 
Az  sFRP  osztályba  tartozó  fehérjék  tartalmaznak  egy  N‐terminális  cisztein‐gazdag 
domént  (Cystein‐rich  domain  ‐  CRD),  ami  nagyfokú  homológiát mutat  a  Fz  receptor 
hasonló doménjével, valamint egy C‐terminális NTR domént, ami gyenge homológiát 
mutat  a  netrin  1  nevű  axon  guidance  fehérjével.  Arra  vonatkozóan,  hogy  pontosan 
miként  fejtik  ki  a  hatásukat,  szerteágazó  és  ellentmondásos  eredmények  állnak 
rendelkezésre.  Leírták,  hogy  a  Wnt  szignálmolekulához  N‐terminális  doménjével 
kapcsolódik,  ahogy  azt  is,  hogy  a  C‐terminálissal.  Továbbá  a  Fz  receptorhoz  való 
kapcsolódását is megfigyelték, így egyaránt lehetségesnek tűnik, hogy inaktiválja a Wnt 
ligandumot, valamint, hogy működésképtelen Wnt‐Fz komplexet hoz létre, így gátolva a 
Wnt szignalizációt (Kawano és Kypta 2003). Tovább bonyolítja a helyzetet, hogy az sFRP 
fehérjék  klasszikus,  Wnt  antagonista  szerepével  ellentmondásos  megfigyeléseket  is 
leírtak.  Esteve  és  kollégái  eredményei  szerint  a  szemserleg Wnt  szignalizáció‐függő 
formálódása során sFRP‐k szükségesek a Wnt aktivációhoz (Esteve és mtsai, 2011). Mii 
és munkatársai Xenopus embriókon végzett kísérleteik alapján arra  jutottak, hogy az 
sFRP fehérjék transzportermolekulaként viselkedve megnövelik a rosszul diffundálódó 
Wnt  ligandumok  hatótávolságát,  ami  szintén  ellentmond  a  klasszikus  inhibitor 
szerepüknek (Mii és Taira 2009). 
A Dickkopf családba tartozó négy  fehérje két‐két CRD‐t tartalmaz, amelyeket egy‐egy 
változó  hosszúságú  linker  szakasz  választ  el  egymástól.  A  család  legtöbbet 
tanulmányozott tagja a Dkk‐1, amelynek szerepét a feji struktúrák fejlődésében írták le. 
Az  sFRP osztályba  tartozó  fehérjékkel  ellentétben  a Dkk‐1 nem  a Wnt  ligandumhoz, 
hanem  az  LRP  receptorhoz,  valamint  a  Kremen1  és  Kremen2  transzmembrán 
fehérjékkel. A Dkk‐1, az LRP és a Kremen fehérjék együttesen képesek  létrehozni egy 
komplexet,  ami  az  LRP  receptor  endocitózisát  indukálja,  így  akadályozva  a  Wnt 
szignalizációt (Kawano és Kypta 2003). 
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Egy további extracelluláris Wnt antagonista az evolúciósan konzervált notum gén által 
kódolt Notum fehérje, amely több vizsgált modellállatban is a kanonikus Wnt jelátviteli 
útvonal  extracelluláris  antagonistájaként  viselkedik. Mivel  a  notum maga  is  számos 
kontextusban  a Wnt‐jelátvitel  célgénje,  egy  negatív  visszacsatolási  hurok  jön  létre, 
amelynek  segítségével  az  útvonal  a  saját  aktivitását  szabályozza.  A  Notum,  egy,  a 
növényi pektin‐acetilészterázhoz hasonló fehérje, amely hordozza az α‐β hidrolázokra 
jellemző Ser‐His‐Asp katalitikus  triászt  (Kakugawa és mtsai, 2015). Ezen  tulajdonságai 
alapján  egészen  a  közelmúltig  az  a  hipotézis  volt  az  elfogadott,  hogy  funkciója  a 
sejtfelszíni  Dally  illetve  Dally‐szerű  heparán‐szulfát  proteoglikánok,  avagy  glipikánok 
módosítása. Mivel a glipikánok fontos szerepet töltenek be a ligandmolekulák sejfelszíni 
megkötésében, a Notum működése negatívan befolyásolja a Wnt szignálmolekulák Fz 
receptorhoz  való  kötődését  (8.  ábra)  (Giráldez  és  mtsai,  2002).  PhD  kutatásom 
kezdetekor ezen elméletet tekintettem irányadónak. 
 
 
8.  ábra: A Notum működési mechanizmusának  klasszikus  elmélete. A Wnt  ligandumokat  sejtfelszíni 
glipikánok  horgonyozzák  le,  ami  szükséges  ahhoz,  hogy  képesek  legyenek  kapcsolódni  a  Frizzled 
receptorokhoz. Korábbi elképzelések  szerint a Notum ezeket a glipikánokat hasítja,  így akadályozva a 
kapcsolódást, ezáltal gátolva a szignalizációt ((Hacker és mtsai, 2005) ábrája alapján). 
 
Azonban a közelmúltban Kakugawa és munkatársai rámutattak, hogy ez az elmélet nem 
magyarázza  a  Notum  fehérje  specificitását,  mivel  a  Notum  nem  befolyásolja  más 
glipikán‐függő ligandumok, mint a Dpp, a Hedgehog vagy a fibroblast growth factor (FGF) 
működését  (Hacker  és  mtsai,  2005).  Ebből  kiindulva  megvizsgálták  a  Notum  Wnt‐
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antagonizáló mechanizmusát és eredményeik alapján leírták, hogy a Notum valójában 
egy karboxil‐oxoészteráz, amely a hidrofób zsebével képes megkötni a Wnt  ligandum 
palmitoleinsav oldalláncát, majd lehasítani azt a szerin gyökről. Ennek következtében a 
ligandum nem képes a Fz receptorhoz kapcsolódni. Ez a mechanizmus biztosítja a Notum 
specificitását, hiszen egyedül a Wnt ligandumok olyan szekretált jelmolekulák, amelyek 
hidrofób palmitoleinsav oldallánccal rendelkeznek. Ezen eredmények alapján a Notum 
az első leírt enzim, amely extracelluláris fehérjét deacetilál (Kakugawa és mtsai, 2015). 
 
 
9. ábra: A Notum  fehérje működési mechanizmusa. A Notum hidrofób  zsebével  csapdába ejti, majd 
lehasítja a Wnt ligandumok palmitoleinsav oldalláncát, így azok nem képesek a Fz receptorhoz kapcsolódni 
((Kakugawa és mtsai, 2015) ábrája alapján). 
 
Planáriában regeneráció során a regenerálódó szövet anterior végén figyelhető meg a 
notum  gén  expressziója,  aminek  eredményeképpen  feji  struktúrák  regenerációja 
történik,  mivel  a  Wnt  útvonal  gátlása  az  egyik  központi  eleme  az  AP  tengely 
kialakulásának és regenerációjának ezekben az állatokban (Petersen és Reddien 2011). 
A közelmúltban számos olyan tanulmány is napvilágot látott, amelyek alapján a notum 
ektopikus expressziója fontos lehet egyes daganatos megbetegedések kialakulása során 
is (De Robertis 2008). Az egyik legelegánsabb példa, amikor Drosophila szemsejtekben 
indukáltak tumoros elváltozást, és ezen sejtek, valamint az őket körülvevő egészségesek 
körében vizsgálták a Wg útvonal, illetve az aktivitását befolyásoló tényezők működését 
(Vincent és mtsai, 2011). Ennek során azt találták, hogy a Wg‐útvonalat konstitutívan 
aktiváló  sejtek  környezetében  található  többi  sejt  elpusztul.  A  hatás  kiváltásához 
nélkülözhetetlen volt a mutáns sejtek által expresszált Notum fehérje, amely a környező 
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sejtek Wg szignalizációját gátolta, ezáltal apoptózisba kényszerítve őket. A mutáns sejtek 
folyamatosan aktív Wg útvonalaira a Notum hatástalan maradt (10. ábra). 
 
10. ábra: A Notum aktivitása tumoros, illetve az őket körülvevő egészséges sejtekben. Azon sejtekben, 
amelyek nem termelnek APC‐t vagy axin‐t, a Wnt útvonal konstitutívan aktív állapotban van, a ligandum 
koncentrációjától  függetlenül. Ugyanezen  sejtekben  a Notum  fokozott expressziója  figyelhető meg. A 
Notum  a  sejthártyán  átjutva  a  környező  sejtek Wnt  szignalizációját  gátolja,  így  kényszerítve  azokat 
apoptózisra ((Vincent és mtsai, 2011) ábrája alapján). 
 
Emberi  szövetek  esetében  megfigyelhető,  hogy  míg  normál  szövetekben  a  Notum 
elhanyagolható mértékben van csak jelen, májtumor‐sejtekben, nagyfokú Wnt‐aktiváció 
mellett, szintén a fokozott expressziója figyelhető meg (11. ábra) (Torisu és mtsai, 2008). 
Mindez felveti a lehetőségét, hogy a Notum Drosophila esetében megfigyelt onkogén‐
szerepe emberben is tetten érhető lehet.  
 
11. ábra: A notum mRNS expressziója különböző sejtvonalakban ((Torisu és mtsai, 2008) ábrája 
alapján). 
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A Wnt szignalizáció szerepe különböző betegségek kialakulásában 
 
A kanonikus Wnt szignalizáció defektusait számos humán kórképben kimutatták (Nusse 
és  Clevers  2017). Mivel  ez  a  jelátviteli  útvonal  a  felelős  többek  között  az  epiteliális 
őssejtek  fenntartásáért,  így  nem meglepő,  hogy  több  komponensének mutációit  is 
különböző ráktípusok kialakulásához kötik. Az APC‐t kódoló gént először egy örökletes 
vastagbélráktípus, a  familiáris adenomatózus polipózis esetében  tapasztalt mutációja 
alapján  írták  le, azóta pedig szerepét több egyéb vastagbélrák típusban  is kimutatták. 
Emellett  leírták  különböző  Wnt  komponensek  szerepét  melanómában,  májrákban, 
hasnyálmirigyrákban  valamint  mellékvesekéreg‐rákban.  Ezek  közös  vonása,  hogy 
valamely komponens meghibásodása miatt a DK nem működik megfelelően, a β‐catenin 
konstitutívan,  vagy  nagyon  gyenge  Wnt  jel  hatására  is  indukál  génexpressziót,  így 
fenntartva a káros sejtproliferációt.  Egy másik fontos betegségcsoport, amelyben több 
olyan kórképet is találunk, amelyek kialakulásáért a Wnt szignalizáció rendellenességei 
tehetők  felelőssé,  a  degeneratív  betegségek  köre.  Ezek  között  leginkább  a 
csontfejlődést, a csontsűrűség fenntartását érintő betegségeket, mint pl. az örökletes 
oszteoporózis vagy a Robinow szindróma, találjuk meg, továbbá előfordulnak a fogak, 
valamint a retina fejlődését érintő kórképek is, mint a látás fokozatos elvesztésével járó 
familiáris exsudatív vitreoretinopathia (Nusse és Clevers 2017). 
 
Wnt szignalizáció a klinikumban 
 
Mivel  a Wnt  szignalizáció  aberrációinak  nagy  szerepe  különböző  súlyos  betegségek 
kialakulásában, élénk kutatások folynak az útvonal különböző komponenseit moduláló 
gyógymódok kifejlesztésére, és a klinikumba való bevezetésére. Ezek egyik legnagyobb 
akadálya, hogy a Wnt szignalizációt nehéz folyamatspecifikusan gátolni a szervezetben, 
mivel rendkívül sokrétű szabályozási szerepei vannak. 
Ebből a szempontból ígéretes a SOST gén, amelynek terméke, a Sclerostin glikoprotein, 
kizárólag csontszövetben expresszálódik, ennélfogva jó célpontja lehet a csontfejlődési 
rendellenességek elleni gyógymódoknak  (Nusse és Clevers 2017). A Sclerostin az LRP 
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Wnt  receptor  liganduma,  hozzá  kötődve  megakadályozza  a  Wnt  szignalizációhoz 
szükséges Fz/LRP receptorkomplex  létrejöttét, ennélfogva Wnt antagonista (Semenov 
és mtsai, 2005). A Romosozumab márkanév alatt  futó, Sclerostint kötő monoklonális 
antitesttel már egy ígéretes eredményeket mutató klinikai vizsgálat is folyamatban van, 
amelyben posztmenopauzális nők csontritkulására valós hatását vizsgálják (Cosman és 
mtsai, 2016). Meg kell azonban említenem, hogy a vizsgálattal kapcsolatban aggályok is 
felmerültek, mivel Cosman és munkatársai kontrollcsoportként placebot, nem pedig az 
elérhető legjobb alternatívát használták (Sharma és Torka 2017). 
A  rákos megbetegedések  elleni  harcban  legcélravezetőbb  a  β‐catenin/TCF  komplex 
blokkolása  lenne,  hiszen  ez  a  leginkább  downstream  komponens  a  Wnt‐indukált 
génexpresszió  szabályozásban. Erre vonatkozóan  rengeteg kutatás  zajlott, melyeknek 
során  kismolekulájú  Wnt‐inhibitorok  hatását  vizsgálták  precíz,  kvantifikálható  Wnt 
riportervonalak  segítségével,  ám  ezek  egyelőre  jobbára  eredménytelenek maradtak 
(Nusse és Clevers 2017). 
További  kutatások  célpontja  a  Wnt  ligandumok  kulcsfontosságú  acilációját  végző 
Porcupine fehérje. Ez a módszer olyan típusú rákos megbetegedésekben lehet hatásos, 
amelyekben  a  tumorsejteknek  szükségük  van  folyamatos  Wnt  szignálra.  Porcupine 
inhibitorokkal egér modellekben végzett kutatásokban sikerült gátolni különböző típusú 
tumorok növekedését, továbbá jelenleg egy humán klinikai vizsgálat is folyamatban van 
(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01351103) (Nusse és Clevers 2017). 
A nem konstitutívan aktív β‐catenin/TCF expressziót mutató, tehát Wnt ligandum‐függő 
tumorok megállítására egy másik lehetőség a receptorok szintjén történő szabályozás. 
Kismolekulájú Wnt  inhibitorokkal  ezen  a  területen  is  folynak  vizsgálatok  (Nusse  és 
Clevers 2017). 
Végül egy másik nagyon fontos terület, a regeneratív gyógyászatban óriási potenciállal 
rendelkező Wnt aktiváció.  Itt egyrészt hasonló  akadállyal  szembesülünk, mint a Wnt 
inhibíció  esetében,  nevezetesen  a  folyamatspecificitás  problémájával, másrészt  az  is 
komoly  problémát  jelent,  hogy  a  lipidált Wnt  ligandumok  nem  vízoldékonyak,  ezért 
nehezen  célbajuttathatóak.  Erre  kínálnak megoldást  Janda  és  kollégái  új  cikkükben, 
melyben  egy  olyan  kismolekulájú Wnt  agonistát,  a  scFv–DKK1c‐t,  írják  le,  ami  nem 
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lipidált,  hidrofil,  és  megfelelő  hatásfokkal  előidézi  a  Fz/LRP  receptordimerizációt, 
ennélfogva  a  Wnt  aktivitás‐függő  génexpressziót.  Ezen  felül  a  receptorkomplexet 
egyetlen polipeptidlánccá egyesítve blokkolja az endogén Wnt  ligandumok kötődését, 
így precízebben szabályozható a Wnt‐függő génexpresszió (Janda és mtsai, 2017) (Nusse 
és Clevers 2017). 
 
A kanonikus Wnt jelátviteli útvonal defektusának következménye 
zebrahalban, az ichabod mutáció 
 
Az  ich  egy  recesszív  anyai  hatású mutáció,  amely  csaknem  teljes  penetranciát,  ám 
változatos  expresszivitást mutat.  Homozigóta  ich  anyák  utódaiban  a  β‐catenin  nem 
akkumulálódik  a  dorzális  YSL‐ben,  valamint  a  blasztomérák  sejtmagjaiban.  Ennek 
következtében a kifejlődő embriókban (ich embriók), az apa genotípusától függetlenül, 
erősen  ventralizált  fenotípus  alakul  ki:  nem  alakul  ki  normális  embrionális  pajzs,  a 
legtöbb esetében pedig  fej, valamint gerinchúr  sem  fejlődik ki, a ventrális  struktúrák 
azonban fokozott fejlődést mutatnak (12. ábra). Az 1‐es típusú, fej nélküli embrióknak 
nem  fejlődik  sem  gerinchúrjuk,  sem  törzsi  struktúráik.  Számos  embrióban  néhány 
poszterior szomita alakul ki, valamint farokúszó kezdeményeket (12. ábra/1a), gyakran 
azonban  teljesen radializáltak  (12. ábra/1). A 2‐es  típusúak  (12. ábra/2) hasonlóak az 
előbbiekhez, ám valamilyen mértékben fejlett utóagy és törzs megtalálható bennük. A 
3‐as típusúakban nem alakul ki gerinchúr. Van középagyuk és fejletlen előagyuk, ám az 
előagy anterior  részei hiányoznak. Az embriók vagy küklopikusak, vagy  teljesen szem 
nélküliek (12. ábra/3). A 4‐es típusúaknak nincs gerinchúrjuk, azonban fejlett az előagyuk, 
és megvannak a szemeik is (12. ábra/4) (Kelly és mtsai, 2000). 
 
12.  ábra:  Az  ichabod  fenotípusok  osztályozása  a  ventralizáció  foka  szerint.  Munkánkban  olyan 
nőstényeket használtunk,  amelyek  szinte  100%‐ban  1‐es  típusú  embriókat  hoztak  létre  (Maegawa  és 
mtsai, 2006). 
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Bellipanni és munkatársai kimutatták, hogy zebrahalban két β‐catenin gén  létezik, két 
különböző  kapcsoltsági  csoportban  (ma  már  tudjuk,  hogy  ez  két  különböző 
kromoszómának felel meg). Az ich fenotípust egy, a β‐catenin‐2 szabályozó régiójában 
bekövetkező  spontán  mutáció  okozza.  A  β‐catenin2  szabályozó  régiójával 
komplementer  morpholino  (MO)‐k  injektálásával  sikerült  is  az  ichabod  mutáció 
fenokópiáját  előállítani,  a  β‐catenin‐1  elleni MO  injektálása  ellenben  nem  volt  ilyen 
hatással. Ezek a kísérletek azt  jelzik, hogy a Wnt útvonal korai, a dorzális organizátor 
kialakításában  fontos  hatásában  a  β‐catenin‐2  fehérjének  van  szerepe  (Bellipanni  és 
mtsai, 2006). 
Mivel  az  ich  embriók  β‐catenin mRNS  injektálásával  teljesen menekíthetőek,  ideális 
alanyai a DV‐tengely kialakulását tanulmányozó kísérleteknek (Kelly és mtsai, 2000).  
 
Morfogenetikai mozgások és ismert szabályozásuk a zebradánió fejlődése 
során 
 
Az  embrionális  fejlődés  egyik  átfogó  jellemzője  az  aszimmetriák  képződése.  Ez  az 
epitéliumban a  legnyilvánvalóbb, ahol megkülönböztethetünk apikobazális és planáris 
aszimmetriát, azaz polaritást. Úgy tűnik, az apikobazális polaritás nem korrelál az AP, a 
DV vagy a jobb‐bal (JB) testtengelyekkel, a planáris polaritás viszont e tengelyek szerint 
szabályozza az egyes sejtek és szövetek viselkedését. Ennek a jelenségnek szerepe van 
gyakorlatilag  mindenhol,  ahol  epiteliális  sejtcsoportok  alakítanak  ki  valamilyen 
struktúrát  a  fejlődés  során,  így  pl.  a  tangenciális  idegsejtmigrációban,  a  fül 
morfogenezisében,  a  szőrsejtek  kialakulásában,  vagy  a  gasztruláció  alatt  lejátszódó 
konvergens extenzió folyamatában (Gray és mtsai, 2011). 
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A Wnt/PCP szignalizáció szerepe a planáris polaritás kialakításában 
 
A  planáris  polaritás  kialakításáért  egy  nem‐kanonikus Wnt  szignalizációs  útvonal,  a 
Wnt/PCP útvonal a  felelős. A Wnt/PCP és kanonikus Wnt  jelátvitelnek  számos közös 
komponense van, a legfontosabb különbség, hogy a Wnt/PCP útvonal aktivációja sosem 
jár a β‐catenin stabilizációjával, és így a két útvonal terminális komponensei eltérőek (5. 
ábra)  (Niehrs  2012).  A  polaritás  az  e  szignalizációban  résztvevő  komponensek 
aszimmetrikus sejten belüli eloszlása révén valósul meg (Butler és Wallingford 2017). 
A Wnt/PCP szignalizációs útvonalat elsőként Drosophila szárnyán kialakuló  trichomák 
mutációjával kapcsolatban írtak le: az útvonal zavara azok szabálytalan elrendeződését 
eredményezi.  A Wnt/PCP  szignálút  főbb  komponensei  evolúciósan  konzerváltak,  és 
felfedezése óta számos folyamatban azonosították gerinctelenekben és gerincesekben 
egyaránt (Butler és Wallingford 2017). 
Gerincesekben például kulcsszerepet játszik a konvergens extenziós sejtmozgásokban, a 
gerinccsatorna kialakulásában, a vesetubulus formációban, a csillóképződésben, és az 
axonnövekedésben. Az általa  irányított folyamatok közös  jellemzője, hogy a Wnt/PCP 
szignalizációs  útvonal  a  sejt  citoszkeletális  rendszerének megváltoztatásán  keresztül 
polaritást  hoz  létre  a  sejten  belül.  A  polaritás  a  továbbiakban  felhasználható 
sejtmozgások, sztereotíp alakváltoztatások, orientált osztódások kivitelezésére (Butler 
és Wallingford 2017). A következőkben a számos folyamat közül, melyben a Wnt/PCP 
szerepet  játszik, csak néhány, a későbbiekben  is  jelentőséggel bíró kerül részletesebb 
tárgyalásra. 
 
A Wnt/PCP szignalizáció szerepe a konvergens extenzióban 
 
Gerincesekben  az  elsőként  felfedezett,  és  ennek  megfelelően  talán  legjobban 
tanulmányozott Wnt/PCP‐függő folyamat a CE. A CE során a blasztoderma  laterális és 
ventrális  régióiból  sejtek  kezdenek  a  dorzális  oldal  felé  vándorolni  (konvergencia), 
miközben  mediolaterálisan  interkalálódnak  a  dorzális  blasztomérákkal  az  animális‐
vegetatív tengely mentén. Ennek következtében az embrió teste megnyúlik AP irányban 
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(extenzió). A sejtek fent leírt vándorlása hozza létre az embrionális AP testtengelyt (Gray 
és mtsai, 2011) (2. ábra). 
Zebrahalban számos CE mutánst sikerült  izolálni,  ilyen például a nem‐kanonikus Wnt 
szignalizációt aktiváló ligandumként ismert Wnt5a‐t és Wnt11‐t érintő pipetail (ppt) és 
silberblick  (slb)  mutációk,  a  membránprotein  Strabismus/Van  Gogh  like  2  (Vangl2) 
mutáns  formáját  kódoló  trilobite  (tri),  vagy  a  nem‐kanonikus  Wnt‐ligandumok 
megkötésében fontos heparán‐szulfát proteoglikán mutációját hordozó knypek (kny). A 
mutánsok közös  jellemzője, hogy a nem megfelelő polaritás és  így nem  jól koordinált 
sejtmigráció  és  interkaláció  következtében  az  anteroposzterior  irányba  történő 
megnyúlásuk  zavart  szenved,  és  így  fenotípusosan  rövidebb  tengellyel,  szélesebb 
szomitákkal rendelkező embriók fejlődnek (Dale és mtsai, 2009). 
A velőlemez fejlődése során zebrahalban a sejtek egyrészt dorzális  irányba migrálnak, 
másrészt  a  felszíni  és  a  mélyebb  réteg  sejtjei  radiálisan  interkalálódnak.  Ezen  CE 
sejtmozgások a neurális ektoderma megnyúlását fogják eredményezni. Az interkalációt 
követően normál esetben a sejtek a középvonalban osztódnak, majd az egyik utódsejt 
átlépi  a  középvonalat.  A  mechanizmus  segítségével  tükörszimmetrikus  apikobazális 
polaritás  jön  létre,  amelynek megléte  kritikus  a  gerincvelő  üregének  formációjához 
(Tawk és mtsai, 2007). A Wnt/PCP szignalizáció több ponton is szerepet játszik ebben a 
folyamatban:  szükség  van  rá  a megfelelő  konvergens mozgásokhoz,  osztódási  síkok 
meghatározásához, illetve osztódás után a középvonalon való átlépéshez. A vizsgálatok 
során több Wnt/PCP komponensről derült ki, hogy mutációja abnormális gerinccsatorna 
formációhoz vezet, bár egy‐egy mutáció nem feltétlenül érinti az összes részfolyamatot 
(Castanon és Gonzalez‐Gaitan 2011) (Fodor 2012). 
A  tri  mutáns  embriókban  például  a  konvergens  extenzió  folyamata  lassult,  így  az 
osztódások  nem  a  középvonalban,  hanem  ektópikus  laterális  pozíciókban  fognak 
bekövetkezni. Ezzel szemben az e‐cadherin (cadh1) mutánsoknál az osztódás síkja a nem 
megfelelő. Ennek eredményeképpen  szabálytalan  tengelyen  jön  létre az apikobazális 
polaritás, abnormális gerinccsatorna fejlődik (Castanon és Gonzalez‐Gaitan 2011). 
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A Wnt/PCP szignalizáció szerepe a szemtelep fejlődésében 
 
Gerincesekben  a  szempár  fejlődése  egy  mediálisan  elhelyezkedő  szemtelep 
megjelenésével veszi kezdetét. A szemtelep a szomitogenezis során két félre válik szét, 
amely  folyamat  az  rx3 mesterregulátor  gén  szabályozása  alatt  áll.  Az  rx3  egy  olyan 
transzkripciós  faktort  kódol,  amely  számos  szemfejlődésben  résztvevő  gén  átírását 
szabályozza. Kiemelt jelentőségét bizonyítja, hogy az rx3‐ban mutációt hordozó chokh 
(chk) embrióknak egyáltalán nem fejlődik ki a retinájuk (Loosli és mtsai, 2003) (Fodor 
2012). 
Zebrahalban  és  karmosbékában  a  szem  fejlődése  során  is  sikerült  a  Wnt/PCP 
szignalizáció egy‐egy komponensének jelentőségét bizonyítani, bár nem világos, hogy a 
folyamat evolúciósan konzervált‐e. Zebrahalban végzett vizsgálatok alapján például a 
nem‐kanonikus Wnt  ligandum mutáns slb embriókban a szemtelep nem szeparálódik 
megfelelően,  ezzel  szemben  az  ektopikus  Wnt11  expresszió  nagyobb  szemeket 
eredményez. A gén mutációjából eredő fenotípus, a szemtelep szétválásának defektusa 
származhat a sejtek migrációs képességének zavarából (Fuhrmann 2008) (Fodor 2012). 
A szakirodalom alapján azonban nem egyértelmű, hogy a szemtelep szétválása valóban 
igényli‐e annak sejtjeinek aktív vándorlását (Rembold és mtsai, 2006), vagy pusztán a 
formálódó  központi  idegrendszer  fejlődése  során  bekövetkező  változások  választják 
passzívan ketté (Varga és mtsai, 1999). 
 
A kis GTPázok szerepe a korai embrionális fejlődésben 
 
A citoszkeleton a korai embrionális fejlődés számos aspektusában kulcsszerepet játszik. 
A  mikrotubuláris  rendszer  elengedhetetlen  a  maternális  fehérjék  és  mRNS‐ek 
transzportjában,  amelyek  többek  között  az  embrionális  polaritás  és  a  tengelyek 
kialakulásában  játszanak  kiemelt  szerepet.  Az  aktinváznak  először  is  a  szikmentes 
sejtplazma  szállításában  van  szerepe,  aminek  következtében  a  gömbszimmetrikus 
petéből kialakul a blasztodiszkusz, majd ezt követően a sejtosztódások szabályozásában, 
a morfogenetikai árok kialakításában, majd a blasztomérák elválása után a sejtmembrán 
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regenerációjában  is elengedhetetlen (Gilbert 2014). A citoszkeleton egy folyamatosan 
átrendeződő dinamikus rendszer. Ezt a folyamatot a kis GTPázok szabályozzák (Gyüre 
2017). 
A  kis  GTPázok, mint  pl.  a  Rho  családba  tartozó  fehérjék,  GTP  hidrolizáló  G‐protein 
monomerek,  amelyek  szabad  és GTP‐kötött  állapotok  között  váltakozva molekuláris 
kapcsolóként funkcionálnak. A folyamatban a GTP kötődése és bontása is szabályozható 
(Cherfils és Zeghouf 2013) (Gyüre 2017). A Guanin nukleotid kicserélő faktorok (Guanin 
nucleotide exchange factor ‐ GEF) a GTP bontása után kötve maradt GDP  leválását és 
újabb  GTP‐re  való  cserélődését  indukálják.  A  csere  hatására  bekövetkező 
konformációváltozás feltárja a GTPáz downstream effektor kötőhelyét,  így az képessé 
válik az effektor kötésére. Ezzel ellentétes működésűek a GDP disszociáció inhibitorok 
(GDI),  amelyek  képesek  az  alapszintű  és  a  GEF‐indukált  GDP  kicserélődést  is 
megakadályozni,  így gátolva a GTPázok aktivációját  (Cherfils és Zeghouf 2013)  (Gyüre 
2017). 
 
Az Rnd1 funkciói 
 
Az Rnd  fehérjék  a Rho GTPázok egy  különleges  családját  alkotják.  Ebbe  a  csoportba 
tartoznak az Rnd1/Rho6, az Rnd2/Rho7 és az Rnd3/Rho8/RhoE fehérjék. Habár a Rho 
GTPázok  az  aktin  sejtvázrendszer  extracelluláris  stimulusok  hatására  történő 
átrendeződésének szabályozásáért felelősek, az Rnd fehérjék a kontraktilis aktomiozin 
filamentumok, a fokális adhéziók és a bazális filamentumok megszűnését indukálják, így 
úgy  tűnik,  a  sejt‐mátrix  adhézió  negatív  regulátorai,  illetve  serkentik  a  sejtmigrációt 
(Wherlock és Mellor 2002) (Chardin 2006) (Fodor 2012). 
Az Rnd  fehérjék  jellegzetes  tulajdonsága, hogy a  többi kis GTPázzal ellentétben nem 
molekuláris  kapcsolóként működnek, mivel  állandóan GTP‐kötött  állapotban  vannak. 
Aktivitásukat  emiatt  valószínűleg  inkább  expressziójuk,  lokalizációjuk  vagy 
foszforiláltságuk  szabályozza  (Chardin  2006).  Nobes  és  kollégái  eredményei  szerint 
emberi agy és máj sejtvonalakban az Rnd1 a cadherinnel együtt a sejtek perifériájára 
lokalizálódik,  különösen  a  sejt‐sejt  kapcsolati  pontokra,  ami  az  adherens  junkciók 
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szabályozásában betöltött szerepére utal (Nobes és mtsai, 1998). További eredmények 
azt mutatják,  hogy  az  Rnd1  egy  Rho  GTPáz  aktivátor  proteint,  a  p190  RhoGAP‐ot 
toborozva gátolja a Rho GTPázokat (Wennerberg és mtsai, 2003). Ezeken a funkciókon 
kívül  részt  vesz  még  a  gasztrulációban,  a  szomitogenezisben,  valamint  az  axonok 
útvonalkeresésének  (axon  guidance)  szabályozásán  keresztül  az  idegrendszer 
fejlődésében (13. ábra) (Chardin 2006) (Fodor 2012). 
 
 
13. ábra: Az Rnd1 fehérje működése az axon guidance szabályozásán keresztül bemutatva. (A) Az Rnd1 
p190 RhoGAP‐ot kötve elősegíti a RhoA GTP hidrolizációját, ami inaktív RhoA‐t eredményez, ez esetben 
nincs kontrakció, az axon növekedhet. Emellett az R‐Ras nevű kis G fehérje aktív állapotban elősegíti a 
sejtadhéziót.  (B)  Plexinen  keresztüli  szignalizáció  az  Rnd1  plexinhez  való  kötődését  eredményezi,  a 
komplex  pedig  R‐Ras  GTPáz  aktivációját,  ami  az  adhézió  elvesztéséhez  vezet. Mivel  az  aktív  plexin 
elszekvesztrálja Rnd1‐et a p190 RhoGAP‐től, így az nem köti tovább RhoA‐t, ami RhoA PDZ–RhoGEF általi 
aktivációjához vezet. Ez a folyamat kontrakciót és axon visszahúzódást fog eredményezni ((Chardin 2006) 
ábrája alapján) 
 
Az  Rnd1  egyik  legfontosabb  funkciója  a  korai  embrionális  fejlődés  során  a  CE 
szabályozásában  való  részvétel.  Az  integrin‐ECM  adhézió  és  a  Wnt/PCP  jel  a  Rho 
GTPázok aktivitását szabályozzák, ez pedig a sejtek elongációját indukálja, a BMP szignál 
pedig az egyes sejtek protrúzióit polarizálja. Az E‐cadherin‐közvetített sejtkapcsolatok 
összehangolják  a  szomszédos  sejtek mozgásait,  és megakadályozzák  az  egyes  sejtek 
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egymáshoz képesti túlzott elmozdulását. Az Rnd1 a RhoA gátlásán keresztül játszik közre 
a folyamat szabályozásában (14. ábra) (Papusheva és Heisenberg 2010). 
 
 
14. ábra: A CE Rnd1 általi szabályozása. Részletesen lásd a szövegben ((Papusheva és Heisenberg 2010) 
ábrája alapján). 
 
A szervezetben végbemenő sejtmozgásos folyamatok közös vonásai 
 
A  korai  embrionális  fejlődés  során  végbemenő  folyamatokban,  a  szövetek,  szervek 
differenciálódásában  nagy  szerepet  játszanak  különböző,  változatos  méretű 
sejtpopulációkat érintő  sejtmozgások. A  fejlődésbiológia egyik  legnagyobb  kihívása  a 
sejtsorsokat  kialakító  genetikai  interakciók  és  a  sejtmozgások  útján  a  formák 
kialakításáért felelős kontraktilis rendszerek összekapcsolása, áthidalva így a genotípus 
és a fenotípus közötti űrt (Gilmour és mtsai, 2017). 
A morfogenezist  szabályozó molekuláris  effektorokat hatásmechanizmusuk  típusa  és 
kiterjedtsége szerint diszkrét csoportokba oszthatjuk. Ezek a következők: 
 Globális  szabályozók:  a  fejlődő  szervezet  nagyléptékű  mintázatának 
kialakításáért felelős morfogének, amelyek koncentrációfüggően szabályozzák a 
sejtsorsok kialakulását. 
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 Lokális szabályozók: a morfogének által aktivált transzkripciós faktorok, amelyek 
nagyfokú  tér‐  és  időbeli  specificitással  és  pontossággal  szabályozzák  a 
sejtdifferenciációért felelős szövetspecifikus génexpressziós hálózatokat. 
 Összekötők: a lokális szabályozók által szabályozott aktivitású fehérjék, amelyek 
közvetítőként aztán az effektormolekulák működését szabályozzák. 
 Effektorok: a szövetek formálódásáért felelős downstream effektor‐rendszerek 
tartoznak  ide.  Ezen  általános  célú  effektorok  csoportjába  meglepően  kevés 
molekuláris  rendszer  tartozik,  amelyek  a  legtöbb  sejtben  expresszálódnak  és 
kortikálisan fejtik ki hatásukat. Ilyen az aktomiozin rendszer, az adherens junkció 
és a különböző polaritási komplexek. Ezen effektor rendszerek aktivációja, illetve 
kortikális  rekrutálódása  határozza  meg  a  morfogenetikus  folyamatok  végső 
kimenetelét. 
Az epitéliumban  lejátszódó morfogenezis három  fő úton mehet végbe: sejtvándorlás, 
sejtforma  változás  és  a  sejtek  átrendeződése.  Ahhoz,  hogy  az  epiteliális  sejtek 
vándorolni tudjanak, szükséges, hogy vagy a teljes szövetet alkotó sejtek  felvegyenek 
mezenchimális  tulajdonságokat, mint  a  csökkent  felszíni  és  sejtközötti  adhézió  és  a 
megnövekedett  motilitás  (epiteliális‐mezenchimális  tranzíció  (EMT)),  vagy  egy 
úgynevezett  vezető  élt  alkotó  sejtek  vegyenek  fel  mezenchimális  tulajdonságokat, 
amelyek  aztán  sejtkapcsolatokon  keresztül  összeköttetésben  maradnak  a  követő 
sejtekkel,  amelyeket  maguk  után  húznak.  A  morfogenezis  másik  két  útjához  nem 
szükséges a sejtek tulajdonságainak ilyen megváltozása (Gilmour és mtsai, 2017). 
 
A zebrahal oldalvonalszervének kialakulása 
 
A  zebrahalak  oldalvonalszervének  kialakulása  a  kollektív  sejtvándorlással  járó 
morfogenezis egyik legtöbbet használt modellje napjainkban, mivel gyorsan lejátszódik, 
könnyen  tanulmányozható, és  rendkívül  széles molekuláris és  genetikai eszköztár  áll 
rendelkezésünkre a manipulációjára (Dalle Nogare és mtsai, 2014). 
Az oldalvonalszerv egy rendkívül érzékeny mechanoszenzoros rendszert alkot, ami az 
állatot  körülvevő  víztömeg  mozgásáról  közvetít  információt  az  idegrendszer  felé. 
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Szerepe van többek között a préda észlelésében, a ragadozók elkerülésében, valamint a 
rajban való úszásban (Ghysen és Dambly‐Chaudiere 2004). 
A rendszer egy sorozat érzékszervből, a neuromasztokból (NM) áll, amelyek fajspecifikus 
mintázatban helyezkednek el párhuzamosan az állat testének két oldalán a testfelszín 
közelében. Az oldalvonalszerv fejen található része az anterior oldalvonalszerv (anterior 
lateral line system ‐ aLL), az ehhez tartozó ganglion a szem és a fül között helyezkedik el. 
A törzsön és a farkon található neuromasztok a poszterior oldalvonalszervet (posterior 
lateral  line  system  ‐  pLL)  alkotják,  amelyhez  tartozó  ganglion  a  fül mögött  található 
(Ghysen és Dambly‐Chaudiere 2004). A továbbiakban a jóval többet tanulmányozott, az 
egyik leggyakrabban használt kollektív sejtvándorlás paradigmát alkotó pLL felépítését 
és kialakulását részletezem. 
A NM‐ok  a  fej  két oldalán  található ektodermális megvastagodásból,  a pLL/kefalikus 
plakódokból  induló,  nagyjából  100‐125  sejtből  álló,  primodiumok,  a  poszterior 
oldalvonalszerv primordiumok  (posterior  lateral  line primordium  ‐ pLLp) által  lerakott 
sejtcsoportokból, a proto‐NM‐okból alakulnak ki. A pLLp‐k a horizontális mioszeptum 
mentén haladnak a farki vég  irányába, a  lerakott proto‐NM‐ok apikálisan megnyílnak, 
így egy‐egy üreget formálnak. A pLL fejlődés első hulláma 22 hpf kezdődik, és 48 hpf‐ig 
tart. Ekkor, 7‐8 sejtcsoport lerakása után a vándorló pLLp‐k elérik terminális pozíciójukat 
a farok területén (15. ábra) (Harding és mtsai, 2014). 
 
 
15. ábra: Az oldalvonalszerv kialakulása (Részletek a szövegben). 
 
A  vándorló  primordiumok  egy,  a  pLLp  anterior  végén  elhelyezkedő,  osztódó 
sejtcsoportból és a poszterior végen található 2‐3 rozettából állnak. Minden rozetta egy‐
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egy, nagyjából 20 sejtből álló, proto‐NM‐nak felel meg. Ahogy egy proto‐NM lerakódik a 
pLLp  követő  (poszterior)  végéről,  a  vezető  (anterior)  végen  található  proliferatív 
zónában  lévő, apikobazálisan polarizált, sejtekből koordinált apikális konstrikció útján 
egy új rozetta áll össze (Harding és mtsai, 2014).  
A  fokhagymafejhez  hasonlítható  rozettákon  belül  a  sejtek  apikális  konstrikciót 
mutatnak, a sejtmagjaik bazálisan találhatóak. Ez a folyamat MII‐függő, ami közvetlenül 
a rozetta összeszerelődése előtt a sejtek apikális doménjeibe  lokalizálódik (Harding és 
Nechiporuk 2012).   Egy MII  inhibitorral, a Blebbisztatinnal  (blebb)  történő szisztémás 
kezelés a már lerakott rozetta struktúrák széteséséhez vezetett (Ernst és mtsai, 2012). A 
MII  aktivációjához  foszforiláció  szükséges,  ami  a  Rho  kináz  2a  (Rock2a)  enzim  és  a 
Shroom3 scaffold‐fehérje segítségével megy végbe, ezek bármelyikének hibája a rozetta 
formáció defektusához vezetett (Ernst és mtsai, 2012). 
Az egyik extracelluláris jel, ami a rozettaképződést szabályozza, a Wnt szignalizáció által 
aktivált FGF jelátviteli útvonal. A Wnt jel hatására a pLLp anterior szélén elhelyezkedő 
vezető sejtekben képződő FGF  ligandumok az ezen sejtektől kaudálisan elhelyezkedő 
proliferatív  zóna  sejtjeire  hatva  indukálják  a  proto‐NM‐ok  képződését. Magukban  a 
vezető sejtekben a Wnt  jel  intracelluláris FGF  inhibitorok képződését  is  indukálja,  így 
azok nem vesznek részt a rozetták felépítésében, ami a pLLp vándorlásának lassulásához 
illetve megállásához vezetne (Matsuda és mtsai, 2013). 
Az  FGF  jel  a  Shroom3  expressziójának  beindítása  útján  okozza  a  Rock2a  apikális 
lokalizációját.  Ez  a MII  aktiválódásához,  ezen  keresztül  az  aktomiozin  citoszkeleton 
átrendeződéséhez vezet. Végül ezen folyamatok apikális konstrikciót eredményeznek, 
és egy újabb rozetta alakul ki (Harding és mtsai, 2014). 
A  pLLp‐okat  egy  kemokin  szignálmolekula,  a  C‐X‐C motívum  ligandum  12a  (Cxcl12a) 
expressziója  vezeti  előre  a  horizontális  mioszeptum  mentén.  A  vándorlás 
direkcionalitását  nem  kemokin  gradiens,  hanem  C‐X‐C motívum  receptor  4b  és  7b 
(Cxcr4b,  Cxcr7b)  pLLp  sejtek  általi  differenciális  expressziója  biztosítja.  A  Cxcr4b‐k 
leginkább a vezető doménben expresszálódnak, míg a Cxcr7b‐k a követő doménben, bár 
expressziójuk átfed. A két receptor egymáshoz képesti gradiense szabályozza a pLLp‐k 
vándorlásának irányát (Dalle Nogare és mtsai, 2014). 
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Célkitűzések 
 
 
Doktori értekezésemben célul tűztem ki: 
 a korai dorzális indukcióval kezdődően az embrionális fejlődés során végbemenő 
a Wnt‐szignalizáció által szabályozott nagyívű sejtmozgások vizsgálatát, az ebben 
szerepet játszó gének azonosítását és leírását;  
 a notum gén  tér‐ és  időbeli expressziójának,  szabályozásának és  funkciójának 
meghatározását, a Wnt‐jelátvitel esetleges modulálásban betöltött szerepének 
tisztázását; 
 az rnd1l gén expressziójának feltérképezését és a korai fejlődés morfogenetikai 
mozgásainak  koordinálásában  betöltött  funkciójának  meghatározását 
funkcióvesztéses kísérletekkel. 
Továbbá a munkám előrehaladtával nyert eredmények alapján: 
 az  embrionális  fejlődés  során  korán  fellépő  sejtmozgások  genetikai,  valamint 
farmakológiai  modulációját,  illetve  ennek  kapcsán  különböző  blebbisztatin‐
származékok tesztelését és jellemzését. 
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Eredmények 
 
 
Korai dorzális‐expressziójú, zigotikus gének meghatározása 
transzkriptóma‐összehasonlítás révén 
 
 
16. ábra: A transzkriptóma‐izolálás menete. A folyamat során ich mutáns, valamint menekített embriók  
teljes  RNS‐tartalmat  izoláljuk  guanídium‐izotiocianát‐fenol‐kloroform  extrakciós  eljárással  ((Fodor  és 
mtsai, 2013) ábrája alapján). 
 
Teljes  transzkriptóma  izolálással,  és  az  abból  nyert  adatok  feldolgozásával  rengeteg 
értékes információhoz juthatunk egy adott modellszervezetről. Különböző fenotípusok, 
fejlődési  stádiumok  transzkriptómáinak  összehasonlításával  az  egyedfejlődési 
folyamatok során kifejeződő génekről, géninterakciókról, azok eltéréseiről, sorrendjéről, 
változásairól tudhatunk meg újdonságokat (Aanes és mtsai, 2011) (Vesterlund és mtsai, 
2011).  Az  ich  mutánsok  és  vad  típusú  állatok  transzkriptóma  összehasonlításának 
segítségével a Wnt útvonal működésében szerepet játszó, illetve azt szabályozó géneket 
azonosíthatunk.  Mivel  a  mutáns  állatokban  nem  fejlődik  normális  organizátor,  a 
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menekítettekben  viszont  igen,  a  kétféle  állat  izolált  transzkriptómájából  képzett 
adatsorokat  összehasonlítva  a  dorzális  indukcióban  szerepet  játszó  géneket 
azonosíthatunk (16. ábra) (Kelly és mtsai, 2000). 
A  transzkriptóma  szekvenálása  során  50‐50  ich  és  ‐catenin mRNS‐sel  injektált  ich 
sphere stádiumú halakból, amelyekben már megtörtént a MBT, mRNS‐t izoláltunk, majd 
ezeket poolozva mintánként 100 millió tag‐et szekvenáltunk meg. Az így kapott adatokat 
szűrés után először az Ensembl‐ön  található Zv9‐es  zebrahal genomhoz  illesztettük a 
Genomics  Workbench  program  segítségével,  majd  két  különböző  megközelítést 
alkalmazó  bioinformatikai  programmal  elemeztük  a  lehető  legtöbb  differenciálisan 
expresszálódó gén megtalálása érdekében. A DESeq programcsomag (Anders és Huber 
2010) használatával a fals pozitívok kézi kiszűrése után 32 találatot kaptunk, amelyekből 
17‐ről már korábban leírták, hogy szerepe a van a dorzális mezoderma kialakításában. 
Ezzel  párhuzamosan  a  Cufflinks  program  (Trapnell  és  mtsai,  2012)  használatával 
manuális  kuráció  után  25  találatot  kaptunk,  amelyek  közül  a  korábbiakban  12‐t 
implikáltak  a DV  tengely  kialakításának  szabályozásában.  Az  így  kapott  differenciális 
expressziós értékeket mutatja a (17. ábra) hőtérképe (Fodor és mtsai, 2013). 
 
17. ábra: A  transzkriptóma‐összehasonlítás  során nyert adatokból generált hőtérkép. A hőtérkép az 
egyes gének relatív expresszióját mutatja: az élénk piros és sárga színek a magasabb expressziót jelölik, a 
mélyebb vörös az alacsonyabb expresszióra, a fekete az expresszió hiányára utalnak. 
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Tekintve, hogy mindkét általunk használt program esetében konzervatív megközelítést 
alkalmaztunk, és manuálisan is szűrtük a fals pozitív találatokat, nem meglepő, hogy a 
talált gének csoportjai csak részben fednek át (18. ábra) (Zhang és mtsai, 2014). A további 
analízishez így a két csoport összességét használtuk. 
 
 
18. ábra: A differenciálisan expresszált gének azonosítására alkalmazott két különböző bioinformatikai 
módszerrel két átfedő, ám nem azonos génhalmazt kaptunk. Szürkével  jelölve azok a gének, amelyek 
differenciális expresszióját nem sikerült in situ hibridizációval megerősíteni ((Fodor és mtsai, 2013) ábrája 
alapján). 
 
Az  eredményeink  megbízhatóságára  nézve  bíztató  volt,  hogy  csoportunkban 
felülreprezentált  volt  a  jól  ismert  dorzálisan  expresszálódó  gének  aránya.  A  további 
validálás  érdekében  az  elemzésünket  egy,  az  MBT  során  fellépő  génexpressziós 
változásokat  vizsgáló publikáció  (Aanes és mtsai, 2011)  adathalmazát  felhasználva  is 
elvégeztük. Ebből kiderült, hogy az általunk  talált gének nagy  része valóban  fokozott 
expressziót mutat az MBT során, csupán a map2k6 (expressziós szintje csökkent) és a 
tmem68  (expressziós  szintje  változatlan maradt)  géneket  kellett  kizárnunk  a  további 
elemzésből (Fodor és mtsai, 2013). 
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Az eredmények validálása in situ hibridizációval 
 
A  következő  lépés  a  bioinformatikai  eredményeink  in  situ  hibridizációval  történő 
validációja volt. Ennek során vad  típusú, valamint  ich embriókban vizsgáltuk a kapott 
gének  expressziós  mintázatait  korai  blasztula  (sphere,  ld.  Függelék  ‐  A  zebrahal 
egyedfejlődése)  valamint  30%‐os  epibólia  stádiumban.  A  sphere  stádiumot  azért 
választottuk, mert az a  legkorábbi  időpont, amikor már általánosan beindul a dorzális 
génexpresszió az embrióban, a 30%‐os epibólia stádiumában pedig a megfelelő gének 
esetében  a  zigotikusan  aktiválódó  ventrolaterális  domének  is  megjelennek,  így 
összevethetővé  válnak  az  adott  gének  anyai  hatású  korai  dorzális  indukcióban,  és  a 
későbbi zigotikus génexpresszióban tapasztalható különbségei a mutáns és a menekített 
embriók között. A 39‐ből 36 génhez tudtunk működőképes antiszensz RNS próbára szert 
tenni, a három kivétel az arrdc3b, a clec19a és az rbl2, ahol az in situ hibridizációs reakció 
nem működött (19. ábra, 20. ábra, 21. ábra). 
Az így kapott adatok alapján két fő fenotípusos osztályt különítettünk el: 
 A  legtöbb  gén esetében  a  korai dorzális expresszió  a  vad  típusú embrióban 
megfigyelhető  volt,  majd  30%‐os  epibóliánál  átterjedt  a  csíraövre.  Az  ich 
mutánsok  a  sphere  stádiumban még  nem mutatták  a  dorzális  expressziót, 
viszont az később a csíraövben már megjelent (19. ábra). 
 Más  gének esetében  vad  típusú embriókban  az expressziós profil  a dorzális 
oldalra korlátozódott, és a 30%‐os epibólia elérésével sem terjedt ki jelentősen. 
Ezen gének expressziója ich mutánsokban a gasztruláció beindulása után sem 
volt detektálható (20. ábra). 
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19. ábra: Pán‐mezodermálisan expresszálódó gének. A legtöbb itt látható gén expressziós doménje vad 
típusú  embriókban  megtalálható  dorzálisan,  ich  mutánsokból  azonban  hiányzik.  30%‐os  epibólia 
stádiumában vad és mutáns embriókban is expresszálódnak a csíraövben. Egy érdekes kivétel a flh gén: a 
vad  típusban  megfigyelhető  erős  dorzális  expresszió  mellett  mindkét  genotípusban  már  a  korai  is 
stádiumban is erős körkörös expresszió látható a csíraövben. Ez a 30%‐os epibólia elérésekor a vad típusú 
embriókban  látható  dorzális  domén  kivételével  erőteljesen  lecsökken.  A  sphere  stádiumú  embriók 
laterális, a 30%‐os epibólia stádiumúak animális nézetben, mindkét esetben jobbra mutat a dorzális oldal 
((Fodor és mtsai, 2013) ábrája alapján). 
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20. ábra: Dorzálisan expresszálódó gének. A legtöbb itt látható gén csak dorzálisan expresszálódik. A vad 
típusú  embriókból  30%‐os  epibólia  stádiumnál,  az  ich mutánsokból  pedig már  sphere  állapotban  is 
hiányzik az expressziós domén. Ez alól kivétel a rasl11b, amely vad típusú embriókban erős dorzális és 
halványabb mindenütt jelen lévő expressziót mutat sphere stádiumban, ám 30%‐os epibóliánál már csak 
ventrálisan látszik az expresszió. ich mutánsokban, amelyekben nem történik dorzális indukció, a gyenge 
átfogó expresszió a fejlődés során folyamatosan erősebbé válik. A sphere stádiumú embriók laterális, a 
30%‐os epibólia stádiumúak animális nézetben, mindkét esetben jobbra mutat a dorzális oldal ((Fodor és 
mtsai, 2013) ábrája alapján). 
 
A rasl11b gén esete (20. ábra F) érdekes kivétel, ugyanis ennek az esetében vad típusú 
embriókban látható volt a korai dorzális expressziós domén, ám a gasztrula stádium alatt 
ez a ventrális oldalra került át. Az ich mutánsok esetében a korai dorzális expresszió nem 
volt megfigyelhető, később viszont a gén az embrió teljes területén expresszálódott. 
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A talált gének egy csoportját mi karakterizáltuk először, ezek expresszióját részletesebb, 
több fejlődési stádiumot felölelő in situ hibridizáció sorozattal mutatom be (21. ábra). A 
LOC100334443 és a dnase1l3 gének expressziója megemelkedett az MBT során, ám a 
gasztruláció előtt semmilyen különbség nem volt megfigyelhető a vad típusú és az ich 
mutáns  embriók  expressziós  doménjei  között.  A  gasztruláció  késői  stádiumától 
specifikusan a kontroll embriók dorzális előfutársejtjeiben (dorsal forerunner cell (DFC)) 
mutattak expressziót (21. ábra, illetve nincs bemutatva). 
 
21. ábra: Az általunk újonnan karakterizált gének expressziós mintázatai. (A) Az  ier2 gén expressziója 
korán kezdődik a prospektív dorzális oldalon, és megmarad egészen a gasztruláció korai  fázisáig, majd 
elhalványul. Legközelebb a szomitogenezis folyamán mutatható ki az utóagy egy szeletében, valamint a 
farokbimbóban. (B) Az rnd1l expressziója valamennyire minden blasztomérában fokozódik a MBT után, 
néhány dorzális prekurzorban pedig jobban. A későbbiekben az expresszió a mezodermára korlátozódik, 
ahol  fokozatosan  csökken  az  intenzitása. A  szomitogenezis  során  a  szemmezőben  és  az utóagyban  is 
megjelenik az expressziója. (C) A ppp1r3ca expressziója az embrió dorzális szélén kezdődik, később pedig 
a  csíraöv  körüli  keskeny  sávban  nő meg.  A  késői  gasztruláció  során  lecsökken,  ám  a  szomitogenezis 
stádiumában megnő  az  anterior  előagy  és  a  poszterior  farokbimbó  területén.  (D)  A  LOC100334443 
expressziója erőteljesen megemelkedik a MBT után. A gasztruláció folyamán expressziója az ektodermára 
korlátozódik, ahol fokozatosan lecsökken, kivéve a DFC‐ket, amelyekben megmarad a magas expressziós 
szint. A szomitogenezis alatt a neuroektodermában  is megfigyelhető expresszió, különös tekintettel az 
utóagyra. Minden embrió laterális nézetben, jobbra mutat a dorzális oldal ((Fodor és mtsai, 2013) ábrája 
alapján). 
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További  gének,  mint  az  aplnrb  vagy  az  isg15  semmilyen  körülhatárolható  dorzális 
expressziót  nem  mutattak  MBT  után,  ám  ich  embriókban  is  megfigyelhető  volt 
kifejeződésük.  30%‐os  epibólia  környékén  látszólag  random  expressziót mutattak  az 
embriókban, a későbbiekben pedig expressziójuk a csíraövre korlátozódott (22. ábra). 
Mivel az MBT környékén ezen gének expressziós doménei a néhány sejtestől a nagyobb 
területekig terjedően ingadoztak, ezért elképzelhető az, ahogy a bionformatikai elemzés 
kimutatta, hogy összességében valóban eltérő szintű génexpressziót mutattak a kétféle 
mintában, ám ez sztochasztikus hatások eredménye, így fals pozitívvá minősítettük őket. 
A foxo3 gén esetében hasonlóan sztochasztikus expressziót figyeltünk meg (22. ábra). Ez 
ellentétben áll a korábban Xie és kollégái által leírtakkal, miszerint a szóban forgó gén az 
embrió csaknem teljes területén expresszálódik (Xie és mtsai, 2011), ám megismételt 
kísérleteink is hasonló eredményeket hoztak. A sztochasztikus expressziót mutató gének 
mindegyikét implikálták már celluláris és fiziológiás stresszfolyamatokban (O'Carroll és 
mtsai, 2003)  (Andersen és Hassel 2006)  (Andersen és Hassel 2006),  így az MBT utáni 
expressziójuk arra utal, hogy a blasztomérák különösen hajlamosak a stresszre ebben az 
időszakban (Fodor és mtsai, 2013). 
 
22.  ábra:  Sztochasztikus  expressziót  mutató  gének.  Animális  nézet  ((Fodor  és  mtsai,  2013)  ábrája 
alapján). 
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Promóter analízis és hiszton modifikációk analízise a dorzális génekben 
 
Munkám kezdetét megelőzően a DV testtengely kialakításáért felelős génszabályozási 
hálózat központi elemeit már  leírták  (Chan és mtsai, 2009). Míg a dorzális oldalon a 
kanonikus  Wnt  jelátvitel,  direkt  vagy  indirekt  módon,  indukálja  a  dorzális  gének 
expresszióját, a ventrális oldalon az anyai, majd később a zigotikus Pou5f1/Spg (az emlős 
Oct4 homológja) a Vox, Vent és Ved homeobox represszorokkal együttműködve gátolja 
ugyanazon dorzális gének expresszióját (23. ábra). Emiatt meg kívántuk vizsgálni, hogy a 
validált gének promóter  régióiban  felfedezhető‐e az említett  transzkripciós  faktorok, 
avagy  a  TCF,  a  kanonikus Wnt  szignalizáció  transzkripciós  effektora,  kötőhelyeinek 
feldúsulása. 
 
23.  ábra: A DV  testtengely  kialakulásáért  felelős  expressziós  hálózat.  Részletesen  lásd  a  szövegben 
((Fodor és mtsai, 2013) ábrája alapján). 
 
E  célból,  egy  transzkripciós  faktor  kötőhely  kereső  szkriptet  (Transcription  Element 
Search System ‐ TESS) (Schug 2008) használva, megszámoltuk az említett transzkripciós 
faktorok kötőhelyeit a validált gének  feltételezett szabályozórégióiban. Mivel a korán 
átíródó  fejlődési  szabályozó  gének  transzgenikus  riporter  vonalai  általában  a  géntől 
upstream  található  1‐3  kilobázis  (kb)  génszakaszt  használják  a  riporter  átíródásának 
szabályozására  (Eberhart  és mtsai,  2006)  (Harvey  és mtsai,  2010)  (Concha  és mtsai, 
2003) (Ryu és mtsai, 2001), úgy döntöttünk, hogy a 4 kb upstream génszakaszra fogunk 
koncentrálni a keresés során. 
Egy  random  génhalmazzal összehasonlítva  validált  génjeink  csoportját nem  találtunk 
szignifikáns  különbséget  a Pou5f1 és  a  TCF  kötőhelyek  számában  (24.  ábra). Amikor 
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azonban a géncsoportunkból kizárólag a már tudottan Wnt célgének promóter régióit 
vizsgáltuk,  szignifikánsan  magasabb  számú  TCF  kötőhelyet  találtunk,  ami  a 
bioinformatikai megközelítésünk validitására utalt (24. ábra). 
 
24. ábra: TCF, Xvent1 és Pou5f1 kötőhelyek száma a validált gének promóter régióiban. Részletesen lásd 
a szövegben ((Fodor és mtsai, 2013) ábrája alapján). 
 
Ezek alapján úgy tűnik, a transzkriptóma‐összehasonlításunk során talált dorzális gének 
többsége nem közvetlen célgénje a Wnt szignalizációnak. A validált valamint a random 
génhalmaz  első  intronjaival,  4  kb  downstream  valamint  24‐28  kb  upstream 
szekvenciáival megismételt keresés nem jelezte a TCF kötőhelyek feldúsulását az adott 
szakaszokon. Érdekes módon a downstream 4 kb szakasz analízise a Pou5f1 kötőhelyek 
feldúsulását mutatta  a  validált  gének  esetében,  azonban  ez  az  eredmény  óvatosan 
értelmezendő,  mivel  amikor  ezután  azon  validált  gének  hasonló  genomi  régióit, 
amelyeket köztudottan szabályoz a Pou5f1 (Onichtchouk és mtsai, 2010), hasonlítottuk 
össze  a  további  validált  gének  halmazával,  nem  volt  megfigyelhető  szignifikáns 
különbség a Pou5f1 kötőhelyek számában (24. ábra). 
Közelmúltbeli  eredmények  szerint  az  embrionális  fejlődés  szabályozásában  fontos 
szerepet  játszó  gének  promótereit  tartalmazó  nukleoszómák  gyakran  aktiváló 
trimetilációs jelölést kapnak a hiszton 3 (H3) négyes pozíciójában lévő lizin gyökön (K4), 
vagy aktiváló K4 és gátló H3  lizin 27  (K27)  jeleket  is  tartalmazó bivalens  trimetilációs 
jelölést kapnak a transzkripció aktiváció során (Vastenhouw és mtsai, 2010) (Lindeman 
és mtsai, 2011) (Vastenhouw és Schier 2012). Lindeman és munkatársai publikált adatait 
(Lindeman  és  mtsai,  2011)  felhasználva  megvizsgáltuk,  hogy  a  validált  génjeink 
mutatnak‐e  hasonló  epigenetikai  módosításokat  (25.  ábra).  Validált  géncsoportunk 
promóterrégióiban  szignifikánsan  magasabb  az  aktiváló  H3K4  trimetilációs  jelek, 
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valamint a bivalens jelek aránya egy random génszetthez képest, ami jól mutatja, hogy 
a dorzális gének már a zigotikus transzkripció beindulása előtt epigenetikailag jelöltek. 
 
25. ábra: Hiszton modifikációk a vizsgált gének promóter régióiban. Részletesen lásd a szövegben ((Fodor 
és mtsai, 2013) ábrája alapján). 
 
Meg kell  jegyeznem, hogy Lindeman és kollégái adatai szerint a zebrahalban az egyik 
legkorábban átíródó gén, a boz (Yamanaka és mtsai, 1998), csupán H3K27 trimetilációt 
hordoz. Ez lehet egy hiba az adathalmazban, ám egy különös epigenetikai szabályozási 
elem is ezen a lókuszon. 
 
A notum gén karakterizálása zebradánióban 
 
A transzkriptóma‐analízis során figyeltünk fel a notum gén zebradánió homológjára is, 
amelynek kifejeződése a dorzális oldal indukciója során szignifikánsan megnő (19. ábra 
M). Doktori munkám kezdeti szakaszában ezen gén funkciójának funkciónyeréses és  ‐
vesztéses elemzésébe kezdtem bele, ezeknek az adatoknak a bemutatása látható alább. 
Sajnos az eredmények összegzése és értékelése során Flowers és munkatársai minket 
megelőzve publikálták hasonló eredményeiket a notum gén  funkciójáról  zebrahalban 
(Flowers és mtsai, 2012), amivel munkám ezen része meghaladottá vált. Ugyanakkor a 
publikálatlan eredményeimet a doktori munkám szempontjából relevánsnak gondolom, 
így az alábbiakban röviden összegezném őket. 
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A notum expressziója 
 
Gépi annotáció alapján a zebradánió genomban két találatot is kapunk a notum génre, 
egy notum és egy notum‐szerű  (notum‐like, notuml)  szekvenciát. A  zebradánió  korai 
fejlődési stádiumaiban készült  teljes mRNS‐könyvtárak szekvenálása,  illetve az  ismert 
genomhoz  történő  szekvenciaillesztése  alapján megfigyelt  génexpressziós  szintekről 
publikált adatok (Aanes és mtsai, 2011) alapján látható, hogy a notum expressziója MBT 
előtt nem figyelhető meg, csak alatta  indul be (26. ábra). Ezek alapján elmondhatjuk, 
hogy az embriók szervezetében nem található anyai eredetű notum mRNS, a gén nem 
tekinthető  anyai  hatásúnak.  A  notuml  expressziója  MBT  után  sem  emelkedik  meg 
jelentősen, funkciója ismeretlen. 
 
26. ábra: A notum, valamint a notuml expressziója a MBT környékén ( (Aanes és mtsai, 2011) adatai 
alapján). 
 
A  notum  mRNS  komplementer  próbával  végzett  in  situ  hibridizációs  kísérletek 
megmutatták,  hogy  az  epibólia  folyamata  alatt  már  meglehetősen  korán  erőteljes 
expresszió  figyelhető meg a dorzális organizátor  régióban. Ezután egy ventrolaterális 
gradiens alakul ki először a marginális blasztomérák mentén, majd egyre szélesedve AP‐
irányban (27. ábra). Ez a megfigyelés egybevág a Wnt szignalizációs útvonal aktivitása, 
valamint  a notum  expressziója  között  feltételezett  kapcsolattal,  ugyanis  ezek  azok  a 
domének a korai gasztrulában, ahol a Wnt‐jelátvitel aktív (Varga és mtsai, 2007). 
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Az  axiális  mezodermában  valószínűleg  Wnt‐független  az  expresszió,  mivel  ezen  a 
területen a Wnt útvonal  szinte  teljesen gátolt. Tailbud  stádiumtól kezdődően a  farki 
őssejtes  régióban  figyelhető  meg  expresszió,  ami  a  szomitogenezis  befejeztéig 
megmarad.  Emellett  a majdani  középagy  illetve utóagy határán,  a  szemhasadékban, 
valamint a gerincvelői dúcokban látható kifejeződés (27. ábra). 
 
 
27. ábra: A notum korai expressziója. Expressziós domének láthatók a jövendőbeli embriópajzs, majd az 
embriópajzs illetve az axiális mezoderma (fekete nyílhegyek), a középagy‐utóagy határ (fehér nyílhegyek), 
a farokbimbó (szürke nyílhegyek), a szemhasadék (fekete nyilak) valamint a gerincvelői dúcok (fehér nyíl) 
területén. Az epibólia  stádiumaiban  lévő  embriókon  egy  ventrolaterális  grádiens  is megfigyelhető. Az 
embriók orientációja: (A) animális nézet, dorzális oldal jobbra; (B‐H) laterális nézet, dorzális oldal jobbra. 
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A  késő  embrionális  életszakaszban  szintén  a  középagy‐utóagy  határon,  valamint  a 
szemhasadékban láthatunk expressziót (28. ábra). 
 
28. ábra: A notum késői expressziója. Expressziós domének  láthatók a szemhasadék  (fekete nyilak), a 
középagy‐utóagy határ (fehér nyilak) valamint a farokbimbó (fekete háromszög) területén. A szikanyag 
festődése aspecifikus, itt nincs notum‐aktivitás. Az embriók orientációja: (A, B, E) laterális nézet, dorzális 
oldal jobbra; (C,F) anterior nézet; (D) laterális nézet, dorzális oldal felfelé; (G) dorzális nézet, anterior vég 
balra. 
 
Ellenőrizendő  azon  elméletünket,  hogy  a  kanonikus  Wnt  útvonal  aktivitása 
zebradánióban is konzervált módon serkenti a notum expresszióját, 6‐bromoindirubin‐
3‐oxim (BIO) inhibitorral kezelt embriókkal végeztünk in situ hibridizációt (29. ábra). A 
BIO a β‐catenin citoplazmális lebontásáért felelős komplex egyik tagjának, a GSK‐3‐nak 
(7. ábra) inhibitora (Sato és mtsai, 2004), ezáltal fokozza a Wnt útvonal aktivitását. 
 
29. ábra: A BIO inhibitor hatása a notum expressziójára. A kezelt embriókban kiszélesedett a notum 
expressziós tartománya. Az embriók orientációja: laterális nézet, dorzális oldal jobbra. 
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A  kísérlet  eredménye  várakozásainknak  megfelelő,  látható,  hogy  a  ventrolaterális‐
marginális  expressziós  domén  a  kezelt  embriókban  kiszélesedett,  a  fokozott  Wnt‐
aktivitás hatására megnövekedett notum‐expressziót jelezve. 
A notum  expressziójának  az  embrionális  fejlődés  során megfigyelhető  időbeli‐térbeli 
sajátosságait  tisztázva  rátértem  a  gén  zebrahal‐fejlődésben  betöltött  szerepének 
tisztázására.  Ennek  érdekében  funkciónyeréses,  illetve  ‐vesztéses  kísérleteket 
végeztem. 
 
Funkciónyeréses kísérletek 
 
A  Notum  fehérje  Wnt  jelátvitel‐gátló  funkcióját  mikroinjektálásos  kísérletekkel 
vizsgáltuk. Ezek során transzgénikus 7xtcf:gfp Wnt‐riportert hordozó embriókba (Moro 
és  mtsai,  2012)  (Valdivia  és  mtsai,  2011)  notum  mRNS‐t  injektáltunk.  Az  injektált 
embriók  egy  részét  1  dpf  sztereomikroszkóp  alatt  vizsgáltuk,  más  részüket  pedig 
különböző fejlődési stádiumokban fixáltuk, majd a Wnt útvonal aktivitását hasonlítottuk 
össze a riporterre specifikus marker segítségével (30. ábra). 
 
 
30. ábra: A Wnt‐aktivitás összehasonlítása notum‐injektált illetve kontroll embriókban. Ventrolaterális 
expressziós domén (nyilak), dorzális expressziós domének (fekete nyílhegyek), axiális mezoderma (fehér 
nyílhegyek). Az embriók orientációja: (A, B, E, F) animális nézet, dorzális oldal jobbra; (C, D, G, H) laterális 
nézet, dorzális oldal jobbra. 
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Megfigyelhető, hogy ektopikus notum hatására a ventrolaterális Wnt aktivitási domén 
injektált embriókban  teljesen eltűnik. A dorzális expressziós domén két  részből áll. A 
hangsúlyosabb,  az  ábrán  fekete  nyílheggyel  jelölt  területet  a  dorzális  előfutársejtek 
(dorsal  forerunner  cells  (Zhang és mtsai, 2012)) alkotják. Korábbi  vizsgálatok  itt már 
igazolták  a  kanonikus Wnt‐jelátvitel  aktivitását,  az  azonban  tisztázásra  vár,  hogy  a 
Notum ezt miért nem gátolja. Valószínűleg részben ligand‐független módon aktiválódik 
a riportervonal, ennek okát, mechanizmusát egyelőre nem ismerjük. Az embrió dorzális 
tengelye mentén  végigfutó  halványabb  expressziós  domén  azt  sugallja,  hogy  bár  az 
embrionális  tengelyek  kialakulásához  a Wnt  és  a  BMP  útvonalak  gátlása  szükséges, 
minimális Wnt‐aktivitás detektálható marad ebben a régióban.  
Egy  másik  váratlan  eredmény  a  fehér  illetve  fekete  nyílhegyekkel  jelzett  axiális 
mezoderma megrövidülése. Ez azt  sugallja, hogy a gasztruláció konvergens extenziós 
mozgásait  szabályozó  nem‐kanonikus Wnt/PCP  útvonal működése  is  sérül  (Gray  és 
mtsai,  2011).  Ezek  szerint  a Notum  ennek  a  szignálútnak  is  lehet  inhibitora.  Erre  a 
későbbiekben bővebben kitérek. 
A továbbiakban az anteroposzterior (AP) tengely kialakulásának szabályosságát tükröző 
különböző markerekre specifikus próbákkal végeztünk in situ hibridizációs kísérleteket. 
Az otx2 a majdani előagyat illetve középagyat kialakító struktúrák területén fejeződik ki, 
a gbx1 pedig a jövendőbeli középagy/utóagy határán (Rhinn és mtsai, 2003) (Li és mtsai, 
1994).  
Megfigyelhető,  hogy  az  injektált  embriókban  az  anterior  neurális  struktúrákat  jelölő 
markerek poszterior  irányba húzódnak  (31. ábra). Ez magyarázható a Notum  fehérje 
által gátolt Wnt útvonal megszűnő poszteriorizáló hatásával, aminek következtében az 
embrió anterior struktúrái megnőnek. Az otx2 marker expressziójának jelentős hátrébb 
tolódása  a  konvergens‐extenzió  hibájából  is  eredhet  (lásd  később),  illetve  a 
telencephalon‐kezdemény megnagyobbodásának jele lehet, mivel ebben a struktúrában 
nem fejeződik ki. 
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31. ábra: Ektopikus notum mRNS hatására a velőlemez kiszélesedése figyelhető meg. Az otx2 (A‐C) és a 
gbx1  (D‐F) neurális markerek expressziójának összehasonlítása kontroll  (A, D), valamint 200pg notum 
mRNS‐sel injektált (B, C, E, F) embriókban. A nyilak az expresszió poszterior, a nyílhegyek a ventrolaterális 
határát jelölik. Az embriók orientációja: laterális nézet, dorzális oldal jobbra. 
 
A  gbx1  marker  esetében  látható,  marginálisan  elnyúló  festődés  a  velőlemez 
kiszélesedését  jelzi. Erre a  jelenségre több magyarázat  lehetséges. A  legkézenfekvőbb 
magának a dorzális organizátornak a megnagyobbodása lenne, ami természetszerűleg a 
dorzális eredetű idegi struktúrák megnagyobbodását okozná. Ennek tesztelésére 30%‐
os epibóliánál tartó, injektált illetve kontroll embriókon végeztünk in situ hibridizációt az 
organizátorra specifikus goosecoid (gsc) markerrel (Yao és Kessler 2001). Eredményeink 
azt  mutatják,  hogy  a  gsc  expressziós  domén  mérete  nem  változott  jelentősen  az 
injektálás hatására (32. ábra). 
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32. ábra: A dorzális organizátor mérete notum injektált illetve kontroll embriókban. (A) az expressziós 
domén vad típusú embrióban (fekete nyilak); (B‐D) az expressziós domén notum mRNS‐sel injektált 
embriókban (fekete nyilak); (E) az expressziós domének középponti szögeinek eloszlása kezelt illetve 
kontroll embriókban. Az embriók orientációja: animális nézet, dorzális oldal jobbra. 
 
Egy másik  lehetséges magyarázat a neurális ektoderma fokozott kiterjedése a chordin 
(chd) megnövekedett  expressziója  nyomán.  Ez  a  BMP‐antagonista  (Piccolo  és mtsai, 
1996) három expressziós doménnel rendelkezik: egy axiálissal, valamint két laterálissal 
(Branam és mtsai, 2010). A  laterális domének  kiszélesedése  a  velőlemez oldalirányú 
expanzióját okozhatja. A chd átíródását az embrió ventrolaterális régióiban a vox illetve 
a  vent  transzkripciós  represszorok  gátolják,  amelyeket  (Ramel  és  Lekven  2004) 
eredményei alapján a kanonikus Wnt útvonal aktivál a Wnt8 ligandum segítségével. Ezt 
a  folyamatot  gátolhatja  a  Notum, minek  következtében  a  chd  túlexpresszálódik,  a 
laterális domének, ezáltal a velőlemez ventrolaterális irányba megnyúlik. 
Ezen hipotézis vizsgálatára 70‐80% epibólia állapotában  lévő embriókon végeztünk  in 
situ hibridizációt chd próbával. Az  injektált embriókon várakozásainknak megfelelően 
jelentősen  kiszélesedett  oldalsó  expressziós  domén  látható,  ami  igazolja,  hogy  a 
velőlemez ventrolaterális megnyúlását a Wnt útvonal gátlása által kiváltott fokozott chd 
expresszió okozza (33. ábra). 
 
 
59 
 
 
33. ábra: A velőlemez mérete notum injektált illetve kontroll embriókban a chordin marker 
expressziója alapján. (A‐D) az expressziós domén vad típusú embrióban; (E‐H) az expressziós domén 
notum mRNS‐sel injektált embriókban; I: az expressziós domének középponti szögeinek eloszlása kezelt 
illetve kontroll embriókban. Az embriók orientációja: (A, B, E, F) animális nézet, dorzális oldal jobbra; (C, 
G) dorzális nézet; (D, H) laterális nézet, dorzális oldal jobbra. 
 
A túlélő embriók sztereomikroszkópos vizsgálatai úgyszintén az anterior struktúráknak, 
mint  a  fej  vagy  a  szemek,  a  poszterior  részek  rovására  történő  jelentős 
megnagyobbodását mutatták (34. ábra). 
 
 
34. ábra: Kontroll (A) illetve 200pg notum mRNS‐sel injektált (B,C) 1dpf embriók összehasonlítása. Az 
embriók orientációja: laterális nézet, anterior vég balra. 
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A notum szerepe a konvergens extenzióban 
 
A  konvergens  extenzió  folyamatában  kiemelt  szerep  jut  a  nem  kanonikus Wnt‐PCP 
útvonalnak,  így  kíváncsiak  voltunk,  hogy  a  notum, mint  általános Wnt  antagonista, 
képes‐e befolyásolni a  folyamatot. Erre utalt az embrionális  tengelynek a  (30. ábra)‐n 
látható kísérletben megjelenő megrövidülése, amiből feltételeztük, hogy a notum zavart 
okoz a  folyamat  során  zajló  sejtmozgásokban. Hogy ezt megvizsgáljuk, a  konvergens 
extenzió  folyamatának  szabályosságát  szemléltető  markerekkel  in  situ  hibridizációt 
végeztünk a szomitogenezis stádiumában lévő, injektált illetve kontroll embriókon (35. 
ábra). 
 
35. ábra: A konvergens extenzió defektusai notum injektált embriókon. A próbák a következők voltak: 
hgg1 (fekete nyilak), dlx3 (fekete nyílhegyek), ntl (fehér nyilak). (A‐C) anterior nézet, dorzális oldal lefelé, 
(E‐G) laterális nézet, dorzális oldal jobbra; (D) az orientáció nem állapítható meg. 
 
A kísérlet során három markert használtunk egy folyamatban. A hgg1 az ún. polstert, az 
axiális mesoderma  leganteriorabb  részét  (Tingaud‐Sequeira és Cerda 2007),  a dlx3  a 
velőlemez  laterális határát  (Ellies és mtsai, 1997), a ntl az a axiális mezoderma  törzsi 
részét  jelöli  (Schulte‐Merker  és  mtsai,  1994).  A  hgg1  és  a  ntl  festődés  együtt  az 
embrionális tengely hosszát  jelöli, a dlx3 pedig a velőlemez méretét mutatja meg. Az 
injektált  állatok  embrionális  tengelye  jelentősen megrövidült  a  kontroll  állatokéhoz 
képest, ami a konvergens extenzió folyamatában fellépett zavart jelez. Az utolsó képen 
 
61 
 
látható  embrió  fejlődésében  súlyos  defektusok  léptek  fel.  Eredményeink  alapján 
valóban úgy  tűnik, hogy a Notum nem csupán a kanonikus, hanem a nem kanonikus 
Wnt‐PCP útvonalat is gátolja. 
Teóriánk  igazolására  notum  mRNS‐el  injektált  slb  embriókon  végeztünk  in  situ 
hibridizációt  a  fenti  kísérletben  használt marker  keverékkel.  Az  slb mutáció  a  nem 
kanonikus Wnt‐PCP útvonal egyik ligandumát, a Wnt11‐et érinti. Az slb/wnt11 mutáns 
embriókban nem zajlanak le megfelelően a konvergens extenzió sejtmozgásai, emiatt az 
embrionális  tengely  nem  alakul  ki  teljes mértékben,  ami  a  továbbiakban  különböző 
fejlődési zavarokhoz vezet (Heisenberg és mtsai, 2000). 
 
36. ábra: A konvergens extenzió defektusai notum‐injektált slb mutáns embriókon. (A, E, I, M, C, G, K, 
O) anterior nézet, dorzális oldal lefelé; (B, F, J, N, D, H, L, P) laterális nézet, dorzális oldal jobbra. 
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Az slb+/+ és slb+/‐ embriókon  (sib) a vad típusú embrióknál  leírt változások  figyelhetők 
meg  az  expressziós  domének  tekintetében.  A  homozigóta  mutáns,  slb‐/‐  embriók 
szélesebb dlx3 doménnel és rövidebb tengellyel rendelkeznek, mint társaik, az injektált 
mutánsok esetében pedig a fenotípus súlyosbodása figyelhető meg, mint a testtengely 
extrém megrövidülése, az azt alkotó  sejtcsoportok  kiszélesedése,  illetve a  velőlemez 
erőteljes  kiszélesedése,  komoly  defektusokat  jelezve  a  konvergens  extenzió 
folyamatában (36. ábra). 
 
Az rnd1l gén szerepe a zebrahal korai fejlődésében 
 
Zebrahal embriókban az Rnd1  fehérje két paralógját  figyeltük meg, amelyek némileg 
komplementer módon expresszálódnak. Ezek az Rnd1 és az Rnd1l, ám ezek közül csupán 
az utóbbi expressziója figyelhető meg az embrionális fejlődés  legkorábbi szakaszaiban 
(37. ábra) (Aanes és mtsai, 2011). 
 
 
37. ábra: Az  rnd1l és  rnd1 kifejeződése a MBT környékén. Az  rnd1l‐nek és  rnd1‐nek nincs, vagy csak 
nagyon kis mennyiségű anyai komponense van. Az rnd1l expresszója hirtelen megugrik az MBT környékén, 
az rnd1 lókusz azonban továbbra is csendes marad, egészen a gasztruláció végéig, amikor elkezd átíródni 
az rnd1l‐lel komplementer területen ((Aanes és mtsai, 2011) adatai alapján). 
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Az  rnd1l expressziója az MBT után a  legtöbb blasztomérában megfigyelhető, néhány 
dorzális prekurzorban  valamelyest emelkedett  szintet mutat. Később az expresszió a 
mezodermára korlátozódik, ahol fokozatosan lecsökken a szintje. A szomitogenezis alatt 
az utóagy és a szemmező jelentős expressziós szintet mutatnak (Fodor és mtsai, 2013). 
 
Az rnd1l expressziós mintázata zebrahalban 
 
Az  MBT  után  az  rnd1l  gén  kifejeződése  alacsony  szinten  a  teljes  csírakorongban 
megfigyelhető,  de  a  feltételezett  dorzális  oldalon  a  csírakorong  szélén  levő  sejtek 
intenzívebb expressziót mutatnak. 30%‐os epibóliánál az expresszió specifikussá válik, a 
csíraövre korlátozódik. A gasztruláció  során a kialakuló dorzális organizátor  területén 
végig intenzívebb festődés figyelhető meg (38. ábra) (Fodor 2012). 
 
 
38. ábra: Az  rnd1l korai expressziója a zebrahal embrionális  fejlődése során. Laterális nézet, dorzális 
oldal jobbra ((Fodor 2012) ábrája nyomán). 
 
A 70‐75%‐os epibólia  (38. ábra D, E) környékén a cirkumferenciális mezendodermális 
jelölést az axiális mezodermában észlelhető  festődés egészíti  ki. A mezendodermális 
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jelölődésre  jellemző,  hogy  az  epibólia  előrehaladtával  fokozatosan  animális  irányba 
húzódik, mely megfigyelést  érdemes  összevetni  azzal,  hogy  a  dorzális  oldali  axiális 
mezodermának csak a leganimálisabb sejtpopulációja végez aktív mozgást, a többi sejt 
ezt passzívan követi (Fodor 2012). 
A  shield  állapotú  embrióról  készült metszeten  egyértelműen  látszik,  hogy  az  rnd1l‐t 
expresszáló  sejtek  a  blasztoderma  belső  részén  helyezkednek  el.  Ezek  a  sejtek 
megegyeznek  a  motilis  mezendoderma  prekurzorokkal,  melyek  a  gasztruláció 
iniciálódásakor  internalizálódnak  és  a  csírakorong  alá  fordulva  animális  irányba 
vándorolnak (39. ábra) (Montero és mtsai, 2005). 
 
39.  ábra:  Mediánszagittális  síkban  metszett  embrió  50%‐os  epibólia  környékén.  Az  rnd1l mRNS  a 
differenciálatlan mezendodermális  prekurzorokban  van  jelen,  a  szikanyagban  azonban  nem.  A  nem 
festődő foltok a sejtmagokat jelölik ((Fodor 2012) ábrája nyomán). 
 
Korai  szomitogenezis  stádium  során  két  jól  elkülönülő  régió  festődik  (38.  ábra).  A 
poszteriorabb domén a központi  idegrendszer egy  részét, míg az anteriorabb a korai 
szemtelepet  jelöli.  A  szemtelep  fejlődése  során  körülbelül  10  szomitás  állapotra 
szétválik, az rnd1l expresszió ezen folyamat során végig fennmarad. A szomitogenezis 
előrehaladtával az idegrendszeri jelölődés átalakul, és körülbelül 10 szomitás állapotra 
két új elnyúlt domén jelenik meg a gerincvelő anterior részében (40. ábra) (Fodor 2012). 
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40. ábra: Az  rnd1l expressziós mintázata a szomitogenezis során.  (A, C)  laterális nézet, dorzális oldal 
jobbra, (B, D) kraniális nézet, dorzális oldal jobbra ((Fodor 2012) ábrája nyomán). 
 
Előbbi két domén még egynapos korban is jól elkülöníthető, de kiegészül egy erőteljes 
jelölődéssel a fejlődő agykamrák és a velőlemez közepén végighúzódó keskeny sávban, 
mely az 1.5hpf‐es embriókban is fennmarad. Erőteljes jelölődés tapasztalható továbbá 
a  közép‐,  és  utóagy  határán.  A másfél  napos  embriók  estén már  a  teljes  anterior 
idegrendszer  expresszál  rnd1l‐t  alacsony  szinten,  ami  jól  egybecseng  az  Rnd1 
axonfejlődésben bizonyított szerepével (41. ábra) (Fodor 2012). 
 
41. ábra: Az rnd1l expressziós mintázata 1‐1.5hpf‐es embriókban. (A, C) laterális nézet, poszterior vég 
jobbra, (B, D) kraniális nézet, dorzális oldal lefelé ((Fodor 2012) ábrája nyomán). 
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Kétnapos embriókban az alapszintű idegrendszeri expresszió mellett a retinában látható 
erős  jelölődés.  Az  itt  látható  rnd1l  expresszió  elhelyezkedése  alapján  valószínűleg  a 
ganglion sejtek rétegére jellemző (42. ábra). Háromnapos embrióknál a 2 dpf‐esekhez 
hasonlóan  a  retinában  lévő  jelölődésen  kívül  a  központi  idegrendszer  anterior 
régiójában tapasztalható diffúz festődés (42. ábra) (Fodor 2012). 
 
 
42.  ábra:  rnd1l  expresszió  a  retinában. Nyilak:  rnd1l  expresszió  a  retinában.  Nyílhegy:  Diffúz  rnd1l 
expresszió  a  központi  idegrendszerben.  (A)  dorzális  nézet,  poszterior  vég  jobbra,  (B)  dorzális  nézet, 
poszterior vég lefelé, (C) laterális nézet, poszterior vég jobbra ((Fodor 2012) ábrája alapján). 
 
Funkcióvesztéses kísérletek 
 
Tekintve, hogy a humán RND1‐gyel végzett vizsgálatok alapján az ortológ Rnd1l szerepet 
játszhat a sejtek migrációjában, és az általunk tapasztalt expressziós mintázat szerint az 
rnd1l a motilis mezendoderma prekurzorokban fejeződik ki, feltételeztük, hogy az Rnd1l 
valóban részt vesz a korai embrionális fejlődést kísérő komplex sejtmozgások, az epibólia 
és a CE szabályozásában. Az  rnd1l pontos  funkciójának megismerése céljából MO‐val 
géncsendesítéses  vizsgálatokat  végeztünk. A MO‐t  céltól  függően  egy‐kétsejtes  vagy 
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körülbelül 1000 sejtes állapotban injektáltuk a szikanyagba. Az injektált embriók epibólia 
során tapasztalható lemaradása miatt nagy különbségek lehetnek a vad típusú illetve az 
injektált embriók között,  így ezen kísérletek során fejlődési stádium szerint párosított 
kontrollokat használtunk. 
 
Az rnd1l szerepe a konvergens extenzióban 
 
Az  Rnd1lMO‐val  injektált  embriókban  a  CE  zavarát  figyeltük  meg.  Először 
fénymikroszkóppal vizsgáltunk a szomitogenezis különböző stádiumaiban lévő injektált 
és kontroll embriókat. A szomitogenezis során a rövidebb tengelyen túl a CE zavarára 
utalhat,  hogy  az  injektált  embriók  szomitái  a  vad  típushoz  viszonyítva  sokkal 
szélesebbek.  Bár  legtöbb  embrió  nem  tud  továbbjutni  a  szomitogenezis  fázisán  és 
elpusztul,  de  az  „enyhe”  fenotípust mutató morfánsoknál  egyértelmű  egy  nappal  a 
megtermékenyítés után a hosszanti tengely rövidülése a vad típushoz képest (43. ábra). 
 
 
43. ábra: A CE zavara Rnd1lMO‐val injektált embriókban. (A, C) dorzális nézet, poszterior vég lefelé, (B, 
D) laterális nézet, poszterior vég jobbra ((Fodor 2012) ábrája alapján). 
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A következő lépésben, a notum gén esetében már alkalmazott, a konvergens extenzió 
folyamatának szabályosságát szemléltető markerekkel in situ hibridizációt végeztünk a 
szomitogenezis stádiumában lévő, injektált, illetve kontroll embriókon (44. ábra). 
 
44. ábra: A konvergens extenzó defektusai Rnd1lMO‐val  injektált embriókon. A próbák a következők 
voltak: hgg1 (fekete nyilak), dlx3 (fekete nyílhegyek), ntl (fehér nyilak). (A, C) dorzális nézet, poszterior 
oldal lefelé, (B, D) anterior nézet, dorzális oldal lefelé ((Fodor 2012) ábrája alapján). 
 
A kísérlet során ugyanazt a három markert használtunk, mint az előzőekben. Az injektált 
állatok  embrionális  tengelye  jelentősen  megrövidült  és  kiszélesedett  a  kontroll 
állatokéhoz képest, ami a CE folyamatában fellépett zavart jelez. 
 
Az Rnd1l szerepe a szemmező morfogenezisében 
 
A gerincesek egy pár szeme az embrionális fejlődés során egy közös szemtelepből indul 
fejlődésnek, mely  fokozatosan válik ketté. Ez a  folyamat zebrahalban  jól követhető a 
szemtelepre jellemző transzkripciós faktor, az rx3 expressziójának vizsgálatával. Az rnd1l 
próbával  végzett  in  situ  hibridizációs  vizsgálatokkor  az  rx3‐hoz  hasonló  expressziós 
mintázatot kaptunk: bár az rx3 már korábban is, 70%‐os epibóliánál jelöli a szemtelepet, 
a korai szomitogenezis során a két marker koexpressziót mutat a fejlődő szemtelepben, 
majd  körülbelül  ugyanakkor  szűnik meg  a  kifejeződésük.  Tekintve,  hogy  az  rx3‐nak 
kulcsszerepe  van a  szem  fejlődéséhez  szükséges gének  irányításában, megvizsgáltuk, 
vajon az rnd1l gén is az rx3 szabályozása alatt áll‐e. A két gén közti feltételezett kapcsolat 
bizonyításához funkcióvesztéses rx3 mutációt hordozó, chokh (chk) embriókat fixáltunk 
6 szomitás állapotban, majd rnd1l próbával végeztünk  in situ hibridizációt. A mutáció 
csak  heterozigóta  állapotban  tartható  fenn,  így  a  vizsgálathoz  használt  embriók  két 
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heterozigóta  egyed  keresztezéséből  származtak.  Az  in  situ  hibridizáció  során  az 
elvárásainknak megfelelően körülbelül az embriók negyedénél (45‐ből 13 embriónál) a 
szemtelepben lévő jelölődés eltűnését tapasztaltuk (45. ábra). 
 
 
45. ábra: rnd1l expresszió chk mutáns embriókban.  (A, C)  laterális nézet, dorzális oldal  jobbra,  (B, D) 
anterior nézet, dorzális oldal lefelé ((Fodor 2012) ábrája alapján). 
 
A  csökkent  rnd1l  expressziót  mutató,  mutáns  fenotípusú,  embriókat  vad  típusú 
társaikkal együtt PCR‐rel genotipizáltuk, így megerősítést nyert, hogy a mutánsnak tűnő 
embriók valóban rx3‐/‐ homozigóták 
A  szemtelepben  bekövetkező  változások  részletesebb  megfigyeléséhez 
immuncitokémiás  vizsgálatot  végeztünk  rx3:GFP  transzgénikus  embriókon,  ahol  a 
kialakuló szemtelep sejtjeit GFP jelöli (Rembold és mtsai, 2006). Kezeletlen és Rnd1lMO 
injektált  embriókban  vizsgáltuk  a  Zonula Occludens  1  (ZO‐1) marker  eloszlását.  Ez  a 
fehérje a tight junction struktúrákban lokalizál, így polarizált sejtek esetén mint apikális 
marker használható. Vad  típusú embriók esetén  a  szemtelep  a  korai  szomitogenezis 
során szétválik, mely folyamat során telencephalikus és diencephalikus sejtek foglalják 
el  a  centrális  részét. A  folyamattal  párhuzamosan  a  szemtelep  centrális  részen  lévő 
sejtekben megfigyelhető az apikobazális polaritás kialakulása, mely elengedhetetlen az 
agykamrák kialakulásához. 
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A  kolokalizációs  vizsgálatokkal  újabb  változásokat  fedeztünk  fel  a  MO‐val  injektált 
embriókban a vad típushoz képest (46. ábra): 
 a telencephalikus progenitorok nem vándorolnak a szemtelep dorzális oldalára; 
 kisebb sejtcsoportok leszakadoznak a szemtelepről; 
 az apikális ZO‐1 marker ektópikus expressziót mutat; 
 a harmadik agykamra üregének formációja zavart szenved. 
 
 
46. ábra: Immunfestés a szemtelepet tartalmazó fejlődő előagyban rx3:GFP vonal felhasználásával (GFP 
‐ zöld és ZO‐1 ‐ piros). Részletesen lásd a szövegben (Kenzo Ivanovitch, személyes közlés). 
 
Egy  lehetséges magyarázat  a  telencephalikus  progenitorok  vándorlásának  zavarára, 
hogy az elégtelen CE sejtmozgások miatt a  telencephalikus sejtek nem, vagy csak kis 
tömegben  jelennek meg  a morfáns  egyedek  szemtelepének  dorzális  oldalán.  A  vad 
típusú  embriók  esetén  a  fejlődés  folyamán  a  szemtelep  marginális  része  végig 
egyenletes marad, a  szemtelep  sejtjei egymáshoz képest koordináltan mozdulnak el. 
Ezzel szemben a morfáns embriók szemtelepéről kisebb sejtcsoportok leszakadoznak. A 
szomitogenezis  folyamán  a  vad  típusú  embriókban  a  szemtelep  centrális  részén 
elhelyezkedő sejtekben növekvő ZO‐1 expresszió figyelhető meg, mely az apikobazális 
polaritás kialakulását mutatja az idegrendszer ezen részén. A morfáns egyedekben a ZO‐
1‐nek nem figyelhető meg a szabályos centrális expressziója, csupán ektopikusan jelenik 
meg a szemtelep bizonyos területein. 
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A morfáns egyedekben a szomitogenezis során nem megfelelő az agykamra üregének 
kialakulása  sem.  Ennek  oka  minden  bizonnyal  az  apikobazális  polaritás  zavarára 
vezethető vissza: a megfelelő polaritás hiányában az agykamra üregének formációja is 
zavart  szenved  (Kenzo  Ivanovitch,  személyes  közlés).  A  központi  idegrendszer 
rendellenes  morfogenezise  megfigyelhető  azon  enyhe  fenotípussal  rendelkező 
morfánsoknál  is,  melyek  megélik  az  egynapos  kort:  szembetűnő  és  feltehetőleg  a 
korábbi  stádiumokban  tapasztalt  fenotípussal  összefüggő  jelenség  az  agykamrák 
szabálytalan alakja, keskeny átmérője (47. ábra). 
 
 
47. ábra: Az rnd1l expressziós szintjének változtatása az agykamrák abnormális fejlődéséhez vezet. Az 
agykamrák szabálytalan alakúak és keskenyebbek a vad típushoz viszonyítva. Anterior nézet, dorzális oldal 
jobbra. 
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Az aktomiozin rendszer, mint végső effektor szerepe a a zebrahal 
különböző morfogenetikus folyamataiban 
 
A blebbisztatin, mint nem‐izom miozin II inhibitor 
 
A  blebbisztatin  (Blebb)  egy,  a  sejtmembránon  könnyen  átjutó,  nagy  affinitású,  és 
alacsony koncentrációban specifikus  inhibitora a vázizom és nem‐izom miozin  II  (MII) 
izoformáknak, elhanyagolható hatással az I, V és X osztályú simaizom miozinokra (Kovacs 
és mtsai, 2004) (Képiró és mtsai, 2014). 
A molekula a MII‐ADP‐Pi komplexhez való, nagy affinitású, kötődés útján fejti ki gátló 
hatását.  Interferál  a  foszfát‐eleresztés  folyamatával,  ennek  következtében  a miozin 
fejeket egy  aktinhoz nem  kapcsolódó  állapotban  tartja.  Ez  a mechanizmus  rendkívül 
hasznos eszközzé teszi mind az izomfiziológia, mind a celluláris aktomiozin hálózatok in 
vivo tanulmányozásához (Kovacs és mtsai, 2004). 
Ezen  előnyök  mellett  azonban  számos,  széleskörűen  dokumentált  hátránya  van  e 
farmakológiai  reagens  alkalmazásának:  fotoinstabilitás,  cito‐,  és  fototoxicitás, magas 
fluoreszcencia  és  vizes  oldószerekben  tapasztalható  rendkívül  rossz  oldhatóság  (a 
molekula  már  viszonylag  alacsony,  10  μM‐os  koncentráció  felett  elkezd  lassan 
precipitálódni)  (Képiró és mtsai, 2014)  (Várkuti és mtsai, 2016). Az előbbi hátrányos 
tulajdonságok  súlyosan  korlátozhatják  a  kísérleti  körülményeket,  mivel  a  Blebb 
károsíthatja  a  szövetmintákat  illetve  a  modellszervezeteket,  különösképpen, 
amennyiben  a minta  500  nm‐nél  alacsonyabb  hullámhosszú  besugárzása  szükséges 
(Kolega 2004)  (Mikulich és mtsai, 2012), mint például a, meglehetősen gyakori, GFP‐
expressziót vizsgáló kísérletekben. 
Mindezeket  figyelembe  véve a Blebbnek  számos aspecifikus hatása  jelentkezhet >10 
μM‐os  koncentrációnál,  ami  megkérdőjelezi  az  ennél  szignifikánsan  (olykor  egy 
nagyságrenddel)  magasabb  koncentrációk  használatával  végzett  kísérletek 
eredményeinek validitását (Várkuti és mtsai, 2016). 
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Az általunk előállított blebbisztatin‐származékok jellemzői 
 
Kutatócsoportunkban, hogy az előbbiekben tárgyalt limitációkat megkerüljük, teszteltük 
a  Málnási‐Csizmadia  labor  (ELTE,  Biokémiai  Tanszék)  által  kifejlesztett  para‐
nitroblebbisztatint (NBlebb), egy nem fluoreszcens, nem fotoreaktív, nem citotoxikus, 
nem fototoxikus Blebb‐származékot, amely egy elektronvonzó nitrocsoportot tartalmaz 
a  C15  (para)  pozícióban  (Képiró  és mtsai,  2014),  valamint  para‐aminoblebbisztatint 
(AmBlebb), egy nem  fluoreszcens, nem  fotoreaktív, nem citotoxikus, nem  fototoxikus 
Blebb‐származékot, amely mindezeken túl még nagyjából 40x vízoldékonyabb  is, mint 
akár a Blebb, akár a NBlebb (Várkuti és mtsai, 2016). 
Ezen új nem fotoreaktív Blebb‐származékoknak, a NBlebbnek (Képiró és mtsai, 2014) és 
az AmBlebbnek (Várkuti és mtsai, 2016), kisebb a cito‐, és fototoxicitásuk, magasabb az 
oldékonyságuk, és specifikusabbak, mint a Blebb (48. ábra). 
 
 
48.  ábra:  A  különböző  Blebb  származékok  citotoxicitása.  A mérés  során  10‐10  µM  koncentrációjú 
oldatokban  inkubáltuk az embriókat, és  változó  időpillanatokban ellenőriztük  őket. Akkor  számítottuk 
őket halottnak, ha megállt a keringésük, és/vagy nekrotizált a fejük. 
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A Blebb kezelés rövidebb oldalvonalszerv kialakulásához vezet 
 
Mivel az irodalomban leírt eredmények alapján a pLL kialakulása MII‐függő (Harding és 
Nechiporuk 2012), és Blebb alkalmazásával sikerült zavart okozni benne (Ernst és mtsai, 
2012), a laborunkban kifejlesztett Blebb származékokat gerinces szervezetekre kifejtett 
hatásaik  tanulmányozása  céljából  a  zebrahal modellben  teszteltük  in  vivo  (Képiró és 
mtsai, 2014)  (Várkuti és mtsai, 2016). Mind  a Blebb, mind  a NBlebb és  az AmBlebb 
megállította  a  pLLp  migrációt,  a  kontrollokkal  összehasonlítva  jóval  rövidebb  pLL‐t 
eredményezve  (49.  ábra).  A  hatás  specifikus, mivel  az  inaktív  (+)Blebb még  50  μM 
koncentráció  esetében  sem  fejtett  ki  hatást.  A  Blebb  esetében  már  5  μM 
koncentrációnál szignifikáns hatást láttunk, a NBlebb és az AmBlebb viszont csak jóval 
magasabb koncentrációknál állította meg a pLLp‐ok progresszióját (49. ábra) (Zsigmond 
és mtsai, előkészületben). 
 
 
49. ábra: Az oldalvonalszerv megrövidülése a fejlődő embriókban. (A) Az oldalvonalszerv teszthosszhoz 
viszonyított  relatív  hossza  a  különböző  Blebb‐származékok  által  kezelt  embriókban  a  koncentráció 
függvényében, (B) UV mikroszkópos felvétel vad típusú embrióról 48hpf stádiumban, (C) UV mikroszkópos 
felvétel  20µM  Blebbel  kezelt,  megrövidült  oldalvonalszervű  embrióról  48hpf  stádiumban.  A  fehér 
nyílhegyek az első és az utolsó NM‐okat jelölik. 
 
75 
 
A nem‐izom miozin II inhibíciója cardia bifida‐t okoz a fejlődő zebrahalban 
 
Más gerincesekhez hasonlóan a zebrahalak szívének fejlődése is röviddel a gasztruláció 
után, 21 szomitás stádiumban kezdődik, és nagyjából a 26 szomitás stádiumban ér véget. 
A  folyamat  során  a  kétoldali  különálló  szívprimordiumok  egy  szervvé  egyesülnek 
(Stainier 2001). Cardia bifida mutánsokban a fúzió nem megy végbe, az állatokban két, 
különálló, működő szív fejlődik ki (Chen és mtsai, 1996). Ezen jellemzők a zebrahalat a 
cardia  bifida  valamint  egyéb  humán  szívdefektusok  tanulmányozásának  kiváló 
modellállatává teszik (Bakkers 2011).  
Korábbi eredmények szerint a blebbel történő kezelés a MII gátlása útján egy specifikus 
cardia bifida fenotípus kialakulásához vezet (Wang és mtsai, 2015). Azonban a (‐) (aktív) 
enamtiomerrel és az aktív (‐) és inaktív (+) enantiomerek 1:1 arányú keverékével végzett 
kísérletek  látszólag  ugyanazt  a  koncentrációgörbét  eredményezték  ((Wang  és mtsai, 
2015)  2.  ábra),  ami  nyilvánvalóan  nem  feleltethető meg  egy  specifikus  antagonista 
koncentrációfüggő hatásának. 
Megismételtük a kísérleteket Blebbel és származékaival, valamint a molekula inaktív (+) 
enantiomerjével. Eredményeink szerint a (+)Blebb nem váltja ki a cardia bifida fenotípus 
megjelenését, vagyis a Blebb hatása nem aspecifikus (50. ábra). A Blebb kezelés alacsony 
koncentrációk  esetében  cardia  bifida‐t  eredményezett,  ám  a  magas  citotoxicitása, 
valamint az embriók korai fejlődési periódusában (12‐20 hpf) történő hosszú inkubáció 
hatására 10 µM‐osnál nagyobb koncentrációk esetén az összes embrió elpusztult. Ez 
ellentétben  áll  korábbi  eredményekkel,  melyek  szerint  az  embriók  még  25  µM‐os 
koncentrációk használatával is életben maradtak. 
A nagy mértékű toxicitás miatt az eredmények megjelenítésére nem boxplotot, hanem 
sztenderd plotot alkalmaztam, mivel nem  lehetett kielégítő módon 5‐ös  csoportokra 
osztani az életben maradt állatokat (50. ábra) (Zsigmond és mtsai, előkészületben). 
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50. ábra: Cardia bifida a fejlődő embriókban. (A) cardia bifida fenotípusú embriók aránya a különböző 
Blebb‐származékok által kezelt embriók között a koncentráció  függvényében,  (B)  in  situ hibridizácóval 
festett  szívkamra  vad  típusú  embrióban,  (C)  in  situ  hibridizációval  festett  szívkamrák  cardia  bifida 
fenotípusú embrióban. 
 
A blebbisztatin kezelés epibóliára gyakorolt hatása aspecifikus 
 
Az epibólia  folyamata,  azaz  a  szövetek elvékonyodása és  kiterjedése  rendszertanilag 
széleskörűen  megjelenik  az  állati  fejlődés  során.  Zebrahalban  a  gasztrulációs 
mozgásokkal párhuzamosan játszódik le. 4.3 hpf körül kezdődik, miután a fejlődő embrió 
kilépett a blasztula állapotból. Ebben a stádiumban az embrió animális pólusa három 
részből áll: egy epiteliális egysejtes vastagságú  rétegből  (enveloping  layer  ‐ EVL), egy 
többrétegű,  mély  sejtekből  álló  részből  (deep  layer  ‐  DEL),  és  a  blasztula  szikkel 
szomszédos  felszínén  található  szincíciális  rétegből  (yolk  syncytial  layer  ‐  YSL). 
Mindhárom réteg szabályozott expanzión megy keresztül, hogy teljesen körbe vegye a 
sziksejtet, míg végül a blasztopórus zárulásával 10 hpf az embrió eléri az úgynevezett 
bud stádiumot (Bruce 2016) (Kimmel és mtsai, 1995) (Solnica‐Krezel 2005). 
Az epibólia egyik  legfontosabb hajtóereje az aktomiozin hálózat kontraktilitása (Bruce 
2016). Szerepe egyértelműbb az epibólia későbbi stádiumaiban, miután a blasztoderma 
 
77 
 
vezetőéle elhagyta  a  sziksejt egyenlítő  vonalát:  az összehúzódó  aktomiozin  gyűrű  az 
embrió vegetális pólusa felé húzza a vékonyodó sejtrétegeket, ami végül a blasztopórus 
zárulásához vezet (Koppen és mtsai, 2006) (Cheng és mtsai, 2004). 
Köppen  és  munkatársai  a  szabályozott  sejtforma  változások  jelentőségét 
tanulmányozták a folyamatban, az aktomiozin hálózat szerepének tisztázásához pedig 
Blebb‐t  is  felhasználtak.  Kísérleteikhez  50  µM  koncentrációjú  Blebb‐t  és  Blebb  és 
(+)Blebb  1:1  arányú,  szintén  50  µM  koncentrációjú,  racém  keverékét  használták. 
Eredményeik  szerint  csak  a  racém  oldatban  inkubált  embriók  epibóliája  lassult  le  a 
kontrollokéhoz képest (Koppen és mtsai, 2006). 
Laborunkban megismételtük kísérleteiket az elérhető Blebb származékok használatával. 
Eredményeink azt mutatják, hogy a Blebb epibóliára  kifejtett hatása nem  specifikus, 
mivel  az  inaktív  (+)Blebb  enantiomerrel  is  sikerült  azt  reprodukálnunk  (51.  ábra) 
(Zsigmond és mtsai, előkészületben). 
 
51. ábra: Az epibólia defektusa a  fejlődő embriókban.  (A) A késleltetett epibólia  fenotípusú embriók 
aránya  a  különböző Blebb‐származékok  által  kezelt  embriók  között  a  koncentráció  függvényében,  (B) 
fénymikroszkópos felvétel vad típusú embrióról 100% epibólia stádiumban, (C) fénymikroszkópos felvétel 
20 µM Blebbel kezelt, késleltetett epibólia fenotípusú embrióról ugyanebben az időben. 
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A blebbisztatin a morfogenetikai árok diszrupcióját okozza az első néhány sejtosztódás 
alatt, így szincíciális fejlődéshez vezet 
 
A  többsejtű  embrió  kialakulása  számos  sejtosztódás  útján  megy  végbe.  A 
sejtosztódásnak  azon  része,  amikor,  közvetlenül  a  kromoszóma  szegregáció  után,  a 
szülősejt két utódsejtté válik szét, a citokinézis (Urven és mtsai, 2006). A folyamatot két 
részre oszthatjuk. 
Az  első  az  iniciációs  fázis.  Ezalatt  a  morfogenetikai  árkot  alkotó  molekuláris 
komponensek,  mint  az  aktin  vagy  a  MII,  egy  kontraktilis  gyűrűvé  rendeződnek  a 
prospektív morfogenetikai árok helyén. A gyűrű a plazmamembránhoz  rögzül, és két 
félre osztja fel a sejtet. A kontraktilis gyűrű összeszerelődését a RhoA GTPáz szabályozza 
az  aktin  nukleációjának  indukálása,  valamint  a  MII  aktiválása  útján.  A  gyűrű 
összeszerelődési pozícióját az anafázisos mitotikus orsó határozza meg, valószínűleg a 
RhoA aktivitás lokális szabályozása által (52. ábra) (Glotzer 2005). 
 
 
52.  ábra:  A  kontraktilis  gyűrű  kialakulása  a  citokinézis  folyamán.  Az  aktiválódó  kontraktilis  gyűrű 
összehúzódik,  és  két  lebenyre  osztja  a  szülősejtet.  A  sejtmembrán  lokális  exocitózissal  beépülő 
vezikulákból pótlódik, majd a két utódsejt elválik ((Glotzer 2005) ábrája alapján). 
 
A citokinézis második fázisa az aktomiozin gyűrű kontraktilitásának aktivációja, ami a sejt 
morfogenetikai  árok  mentén  történő  összeszűküléséhez  vezet.  Valószínűleg  a 
kontraktilis  gyűrű  és  a  központi  orsó  által  kifejtett  gátlás  akadályozza  meg  a 
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plazmamembrán egyszerű hasadását. Ehelyett, úgy tűnik, lokális exocitózis útján történő 
vezikula  inszerció  segítségével  alakul  ki  az  új,  stabil membrán  az  utódsejtek  között 
(Glotzer 2005) (Urven és mtsai, 2006). 
Zebrahalban az aktomiozin és a mikrotubulus hálózatok funkcióinak gátlása blokkolja a 
citokinézist.  A  morfogenetikai  árok  érése  során  történő  membrán  beépülés  a 
sejtkapcsolatokban  szerepet  játszó  molekulák,  mint  a  β‐catenin  és  a  cadherinek 
akkumulációjával történik (Pelegri és mtsai, 1999) (Glotzer 2005). 
A MII, mint motorfehérje,  valószínűleg  központi  szerepet  játszik  a  kontraktilis  gyűrű 
összehúzódásában (Reichl és mtsai, 2005). A MII számos sejttípusban az osztódó sejtek 
egyenlítője  mentén  lokalizálódik.  Amint  a  morfogenetikai  árokhoz  kapcsolódott, 
valószínűleg a miozin ATPáz aktivitása biztosítja a kontraktilis gyűrű összehúzódását az 
aktin  filamentumok  egymáshoz  képesti  elcsúsztatásával.  Azonban  ezen  kívül  egyéb 
funkciói  is  lehetnek, mint például az aktin  turnover  szabályozása, mivel blebbel  való 
kezelés gátolja a kontraktilis gyűrű szétszerelődését a citokinézis késői szakaszában, a 
kezelt  sejtekben  az  aktin  nem  válik  le  a  plazmamembránról  (Guha  és mtsai,  2005). 
Emellett a  lokálisan a pólusokon kezelt sejtekben  is zavart szenved a citokinézis, arra 
utalva, hogy  a MII‐nek  a  lokális  kontraktilis  funkciója mellett  globális  szerepe  is  van 
(O'Connell és mtsai, 2001) (Urven és mtsai, 2006). 
Urven és kollégái Blebb‐ban inkubált zebrahal embriókon figyelték meg az első néhány 
sejtosztódást, hogy  fényt derítsenek a MII  szerepére a  folyamatban  (Urven és mtsai, 
2006).  Ennek  során  azt  találták,  hogy  a  kezelt  embriókban  ugyan  elkezdődik  a 
morfogenetikai  árok  befűződése,  ám  nem megy  végbe  a  citokinézis,  így  szincíciális 
embriók  fejlődnek  belőlük.  Munkájukhoz  azonban  100  μM  koncentrációjú  Blebbet 
használtak,  és  egészen  400  μM‐os  töménységig  felmenve  is  reprodukálták 
eredményeiket,  amely  koncentrációk  többszörösei  az  aspecifikus  hatások  fellépését 
jelentő küszöbnek. 
Laborunkban  replikáltuk  kísérleteiket  Blebb‐nal  és  származékaival  (53.  ábra). 
Eredményeink azt mutatják, hogy a Blebb morfogenetikai árok lefűződésére gyakorolt 
gátló  hatása MII‐specifikus, mivel  a  (+)Blebb  nem mutatta  a  hatást,  ugyanakkor  az 
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NBlebb‐al és az AmBlebb‐al történő kezeléseknél csak rendkívül nagy koncentrációknál 
tapasztalható hatás (Zsigmond és mtsai, előkészületben). 
 
 
53. ábra: A morfogenetikai árok defektusa a  fejlődő embriókban.  (A) A szincíciálisan fejlődő embriók 
aránya  a  különböző Blebb‐származékok  által  kezelt  embriók  között  a  koncentráció  függvényében,  (B) 
fénymikroszkópos felvétel vad típusú embrióról 2 hpf stádiumban, (C) fénymikroszkópos felvétel 20 µM 
Blebb‐nal kezelt szincíciálisan fejlődő embrióról ugyanebben a stádiumban. 
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Az eredmények megvitatása 
 
 
A korai dorzális indukció zebrahalban 
 
Teljes  transzkriptóma  szekvenálással  létrehoztuk a  zebrahal embrióban az MBT után 
dorzálisan aktiválódó gének teljes listáját (18. ábra). Eredményeink szerint ezen gének 
többsége  az MBT  alatt  epigenetikailag megjelölődik,  gyakran  a  „bivalens” H3K4/K27 
trimetilációs jellel. Tekintve, hogy például Xenopusban a β‐catenin egyik szerepe, hogy 
MBT  előtt  indukálja  az  organizátor  gének  aktiváló  hiszton modifikációját  (Blythe  és 
mtsai, 2010), hipotézisünk szerint a β‐catenin‐2‐deficiens ich embriókban (Bellipanni és 
mtsai,  2006)  nem  történnek  meg  a  szükséges  kromatin  modifikációk,  ezért  nem 
indukálódnak a dorzális sorsokat kialakító génexpressziós mintázatok. 
Bemutattam, hogy a szóban forgó, dorzálisan aktiválódó, gének közül sok a Wnt útvonal 
modulátora,  továbbá megtalálhatóak  közöttük  az  Fgf  valamint  a  Nodal  szignálutak 
komponensei, emellett a sejt motilitásban és adhézióban szerepet  játszó gének  is  (1. 
táblázat). 
 
A Wnt szignalizáció modulátorai 
 
boz  Gátolja a Wnt8 expresszióját az organizátor 
prekurzor sejtjeiben 
(Fekany‐Lee  és  mtsai, 
2000) 
dkk1b  Az  LRP‐hez  kötődő  extracelluláris  Wnt 
antagonista 
(Hashimoto  és  mtsai, 
2000)  (Semenov és mtsai, 
2001) 
foxa3  A  wnt8  transzkripciójának  dorzális 
aktivációját gátolja 
(Seiliez és mtsai, 2006) 
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mst1  Tumorszuppresszor,  a  Drosophila  hippo 
homológja 
(Pan  2010)  (Varelas  és 
mtsai, 2010) 
foxd3  A  dkk1  aktivációját  gátolja  a 
mezendodermában 
(Wang és mtsai, 2011) 
fzd8b  A  Wnt8  receptora,  Xenopusban  a 
pronephros fejlődését szabályozza 
(Satow és mtsai, 2004) 
gsc  A  wnt8  dorzális  aktivációját  gátló 
homeodomén transzkripciós faktor 
(Seiliez  és  mtsai,  2006) 
(Yao és Kessler 2001) 
notum1a  A  kanonikus Wnt  szignalizáció  inhibitora,  a 
Wnt  ligandum  palmitoleinsav  oldalláncát 
hasítja 
(Flowers  és  mtsai,  2012) 
(Kakugawa és mtsai, 2015) 
ntla  A  wnt  génexpressziót  szabályozó  T‐box 
transzkripciós faktor 
(Martin  és  Kimelman 
2008) 
zic2a  A  β‐catenin  által  kifejtett  transzkripciós 
aktiválást gátolja 
(Pourebrahim  és  mtsai, 
2011)  (Fujimi  és  mtsai, 
2012) 
zic3  A  β‐catenin  által  kifejtett  transzkripciós 
aktiválást gátolja 
(Fujimi és mtsai, 2012) 
 
Az Fgf szignalizáció modulátorai 
 
fgf8a  A dorzális organizátor működésében fontos 
Fgf ligandum 
(Reifers  és  mtsai,  1998) 
(Maegawa és mtsai, 2006) 
fgf17b  A  korai  embrionális  mintázat  képzésben 
elengedhetetlen Fgf ligandum 
(Cao és mtsai, 2004) 
spry2  A  MAPK  aktiváció  negatív  feedback 
modulátora 
(Cabrita  és  Christofori 
2008) (Lin és mtsai, 2005) 
spry4  A  MAPK  aktiváció  negatív  feedback 
modulátora 
 
 
(Cabrita  és  Christofori 
2008) 
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A Nodal szignalizáció modulátorai 
 
bon  A foszforilált Smad2‐höz kötődve modulálja 
a Nodal jelátvitelt 
(Kunwar és mtsai, 2003) 
lft1  A  Nodal  jelátvitel  negatív  feedback 
modulátora 
(Meno  és  mtsai,  1999) 
(Bisgrove és mtsai, 1999) 
 
A sejtmotilitás regulátorai 
 
arl4ab  Az aktin sejtváz átrendeződését indukáló kis 
GTPáz 
(Patel és mtsai, 2011) 
dact2  A Wnt/PCP útvonal modulátora  (Waxman és mtsai, 2004) 
ier2  A jobb‐bal tengely kialakításában, illetve a CE 
szabályozásában van szerepe 
(Hong  és  Dawid  2009) 
(Hong és mtsai, 2011) 
rasl11b  A mezendoderma  fejlődését  szabályozó  kis 
GTPáz 
(Pezeron és mtsai, 2008) 
rnd1l  a Rho családba  tartozó kis GTPáz,  funkcióit 
lásd részletesen jelen értekezésben 
(Ogata és mtsai, 2007) 
 
Egyéb funkciókat betöltő gének 
 
chd  Extracelluláris BMP antagonista  (Piccolo  és  mtsai,  1996) 
(Schulte‐Merker  és mtsai, 
1997) 
flh  a  notochord  fejlődésében  szerepet  játszó 
Homeobox gén 
(Talbot és mtsai, 1995) 
foxb1.2  a  Forkhead  családba  tartozó  transzkripciós 
faktor 
(Odenthal  és  Nusslein‐
Volhard 1998) 
foxd5  neuroektoderma  kialakulását  indukáló 
transzkripciós faktor 
(Yan és mtsai, 2009) 
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hnf1ba  Az utóagy és az endokrin β sejtek fejlődését 
szabályozza 
(Hernandez  és  mtsai, 
2004)  (Song  és  mtsai, 
2007) 
ism1  Egérben  angiogenezist  gátló  szekretált 
fehérje 
(Hernandez  és  mtsai, 
2004) 
osr1  Az ion homeosztázist szabályozó STE20 kináz (Delpire és Gagnon 2008) 
ppp1r3ca  A protein foszfatáz 1 szabályozó alegysége  (Doherty és mtsai, 1996) 
sp5l  A  mezendoderma  és  a  neuroektoderma 
kialakításában szerepet játszó transzkripciós 
faktor 
(Thorpe és mtsai, 2005) 
 
1. táblázat: A validált gének ismert funkciói 
 
Figyelemreméltó  az  ndr1  hiánya  a  listán,  mivel  erről  a  génről  már  korábban 
bizonyították, hogy a dorzális indukciós rendszer fontos tagja (Maegawa és mtsai, 2006). 
Ez az anomália valószínűleg azzal magyarázható, hogy az ndr1‐nek anyai komponense is 
van, ami az  ich embriókban  is megfigyelhető  (Gore és mtsai, 2005). Az anyai eredetű 
ndr1  mRNS  valószínűleg  kiegyenlíti  az  MBT  során  a  dorzális  oldalon  végbemenő 
expresszió változást. A Nodal szignalizáció‐függő Fgf szignálút (Maegawa és mtsai, 2006) 
aktivációja  szintén  azt  jelzi,  hogy  az  ndr1  dorzális  indukciója  megtörténik.  Szintén 
figyelemreméltó, hogy  számos,  a  listánkon  szereplő,  gén nem  közvetlen Wnt  target. 
Ahogy  az  előbbiekben említettem,  az  Fgf  ligandumok  transzkripciójához  szükséges  a 
Nodal jelátvitel aktivációja. Továbbá, más gének, mint például az Fgf inhibitor spry2 és 
spry4,  vagy  a  BMP  antagonista  chd,  átírása  az  Fgf  szignalizáció  aktivációjától  függ 
(Maegawa  és mtsai,  2006)  (Furthauer  és mtsai,  1997)  (Furthauer  és mtsai,  2001). 
Összességében ezen eredmények arra utalnak, hogy közvetlenül a MBT után a dorzális 
génszabályozási hálózat számos szintje hirtelen aktiválódik. 
Végül, ugyan a legtöbb vizsgált gén által mutatott korai dorzális aktivitást egy későbbi 
pán‐mezodermális  expressziós  mintázat  követett,  néhány  gén  a  dorzális  oldalra 
korlátozódott. Utóbbi gének transzkripciós szabályozási logikájának megértése közelebb 
vihet annak a kérdésnek a megválaszolásához, hogy miként kódolódik genomi szinten a 
kontextus‐függő génaktiváció szabályozása. 
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Vizsgálatunk mindemellett meghatározta  számos,  eddig  nem  karakterizált  gén, mint 
például  az  ier2,  rnd1l,  ppp1r3ca  és  LOC100334443,  korai  embrionális  fejlődés  alatt 
mutatott expressziós mintázatát (21. ábra). Ugyan nem mindegyikük mutat a dorzális 
oldalra  korlátozott  expressziót  a blasztula  és  a  korai  gasztrula  stádiumok  alatt,  azok 
közül, amelyek igen, néhányról megpróbáltuk megmutatni, hogy hogyan illeszthető be 
a  zebrahal  embrió  dorzális  indukciójának  elfogadott  hálózatába.  Így  vált  további 
vizsgálataim tárgyává a notum és az rnd1l. 
 
A Wnt szignalizáció szerepe a korai dorzális indukcióban 
 
Az  irodalomban  talált  adatok  szerint  a  transzkriptóma  screenben  azonosított, majd 
validált  gének  legnagyobb  csoportja  (11/32)  a  Wnt  szignalizáció  modulációjához 
köthető. Ezt követi a sejt motilitásért felelős (5/32), illetve az Fgf szignalizációt moduláló 
(4/32) csoport (1. táblázat). 
A Wnt modulátorok nagy száma nem meglepő, mivel korábbi kutatások eredményei már 
demonstrálták,  hogy  a  Wnt  szignalizáció  számos  közvetlen  targetje  ugyanakkor  az 
útvonal  feedback  regulátora  is  (Flowers  és  mtsai,  2012)  (Shinya  és  mtsai,  2000), 
emellett,  tekintve a Wnt szignalizáció  fontosságát a korai embrionális  fejlődés során, 
várható  volt  a  pontos  szabályozási  rendszer megjelenése. A  szignálút  és  regulátorai 
közötti szoros kapcsolatot a vonatkozó gének promóter régióiban talált nagyszámú TCF 
kötőhely  is demonstrálja,  továbbá a Wnt‐modulátorok  többségénél észlelt „bivalens” 
epigenetikai állapot szintén szigorú és pontos szabályozásról árulkodik. 
A Wnt  szignalizáció  szabályozása  történhet  transzkripciós  szinten,  az  útvonal  egyes 
komponensei expressziójának gátlásával/serkentésével, valamint transzlációs szinten, a 
fehérjék működésének modulációjával.  Érdekes módon  a  transzkripció  represszióval 
azonosított Wnt modulátorok nagyobb mértékű dorzális (foxa3), vagy csak dorzális (boz, 
gsc) expressziót mutattak, míg a poszt‐transzlációs represszorok nagy részének (dkk1b, 
notum1a, zic2.1, zic3) expressziója a gasztruláció kezdetekor a csíraövben emelkedett 
meg (54. ábra). 
 
 
86 
 
 
54. ábra: A Wnt szignalizációt moduláló korai dorzálisan aktiválódó gének 
 
Ezek a különbségek a Wnt szignalizáció szerepének a korai embrionális fejlődés során 
történő megváltozása kontextusában magyarázhatóak meg. Míg a Wnt szignálút korai 
indukciója  az  organizátor  régió  kialakulása,  és  a  dorzális  sejtsorsok  szabályozása 
szempontjából elengedhetetlen, a gasztruláció kezdetekor a Wnt szignál, különösen a 
Wnt8,  intenzív ventralizáló és poszteriorizáló hatást fejt ki (Langdon és Mullins 2011). 
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Emiatt az indukáló szerep miatt ebben az életszakaszban a dorzális oldalon nem szabad 
aktiválódnia.  A  Wnt  szignál  második  hullámát  a  Wnt8  csíraövben  történő 
expressziójának aktivációja adja, amelyet a YSL‐ből eredő Nodal  jel  indukál  (Erter és 
mtsai, 1998)  (Erter és mtsai, 2001)  (Varga és mtsai, 2007). Mivel ez a  jel körkörös, a 
hatását  dorzális  transzkripció  represszorok  ellensúlyozzák  a  wnt8  dorzális  régióban 
megvalósuló gátlásával (54. ábra). 
Amikor a gasztruláció során a Wnt jel erősen poszteriorizáló hatásúvá válik, szükséges 
pontosan  szabályozni  az  intenzitását.  Túl  nagy Wnt  aktivitás  a  poszterior  szövetek 
anterior irányba való túlzott kiterjedését okozza, míg a túlságosan alacsony intenzitású 
Wnt  szignál  pont  ellenkező  hatást  ér  el.  Az  ilyesfajta  szabályozási  finomhangolás 
eléréséhez  a  poszttranszlációs  moduláció  ideális  eszköz:  a  Wnt  jel  forrásával  nem 
interferáló  Wnt  szuppresszorok  jól  karakterizált  feedback  szabályozási  hurkok 
segítségével képesek precízen beállítani a Wnt aktivitás szintjét (54. ábra). 
 
A notum gén karakterizálása zebrahalban 
 
Saját kísérleteim alapján megállapítható, hogy a notum expressziója zebradánióban β‐
catenin  függő.  A  majdani  dorzális  organizátor  területén  már  sphere  stádiumban 
tapasztalható  expresszió  a  dorzális  oldal  indukciója  alatt  szignifikánsan  megnő.  A 
gasztruláció  során egy AP  irányban egyre  szélesedő  ventrolaterális  gradienst mutató 
expressziós  domén  alakul  ki, majd  a  fejlődés  későbbi  szakaszaiban  a  farki  őssejtes 
régióban,  a  középagy  illetve  az  utóagy  határán,  a  szemhasadékban,  valamint  a 
gerincvelői dúcokban  látható  kifejeződés. A notum gén  fokozott aktivitása az állatok 
anteriorizálódásával, emellett a dorzális struktúrák megnövekedésével, ventrolaterális 
irányba történő húzódásával jár (55. ábra). 
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55. ábra: A notum gén hatása zebrahalban.  (A) kontroll állatok neurális struktúráinak sorstérképe  (B) 
notum‐injektált  állatok neurális  struktúráinak  sorstérképe  (C)  a Notum Wnt‐szignalizációban betöltött 
szerepe. 
 
A hgg1, dlx3 és ntl próbahármassal végzett  in situ hibridizációs kísérlet eredményein 
látható, hogy a notum mRNS‐sel injektált embrióknak megrövidült AP testtengelye, és 
kiszélesedett  velőlemeze  fejlődik,  ami  a  konvergens  extenzió  folyamatának  zavarára 
utal. 
A Wnt útvonal gátlása nyomán fokozódó chordin expresszió miatt a velőlemez, az idegi 
struktúrák  ventrolaterális  irányba  történő  kiszélesedését  okozza.  Megállapítható 
továbbá, hogy a Notum nagy valószínűséggel a kanonikus Wnt‐útvonal mellett a nem‐
kanonikus Wnt/PCP szignálútnak is inhibitora, ezáltal szerepe van a konvergens extenzió 
szabályozásában  is.  A  Wnt/PCP  szignalizációval  való  kapcsolat  kiemelt  jelentőségű 
humán  vonatkozás  lehet,  a  Wnt/PCP  jelátviteli  útvonal  valamely  tagját  érintő 
mutációkat  ugyanis  egyre  gyakrabban  hozzák  összefüggésbe  bizonyos  magas 
előfordulási  rátával  rendelkező  születési  rendellenességekkel.  Ilyen  rendellenességek 
például a gerinccsatorna záródásának zavarából  fakadó spina bifida  (Nikolopoulou és 
mtsai,  2017)  vagy  a  jobb‐bal  aszimmetria  defektusából  adódó  és  a  belső  szervek 
fordított elhelyezkedését eredményező situs inversus (Pennekamp és mtsai, 2015), de a 
posztnatális időszakban kialakuló policisztás vesebetegség (Goggolidou 2014) is. 
Eredményeim azt támasztják alá, hogy a notum‐nak az egyedfejlődés korai szakaszában 
Wnt‐antagonista  szerepe  van,  amely  mind  az  általános  mintázatképződés,  mind  a 
sejtmigráció szabályozásában tetten érhető. A Wnt útvonal gátlása esetén tapasztalható 
anteriorizálódás  egybecseng  Houart  és  munkatársai  megfigyeléseivel,  akik  a 
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telencephalon  kialakulását  vizsgálták  a  gasztruláció  alatt  (Houart  és  mtsai,  2002). 
Ezekben a kísérletekben kimutatták, hogy az anterior expressziójú tlc Wnt‐antagonista 
és a wnt8 összjátéka szükséges ahhoz, hogy a telencephalon kialakulhasson az anterior 
velőlemezből (56. ábra). 
 
 
56. ábra: tlcMO és wnt8bMO injektált embriók anterior struktúráinak összehasonlítása. Az embriók 
orientációja: (A, C, E, G, I, K, M, O, Q) laterális nézet, dorzális oldal jobbra; (B, D, F, H, J, L, N, P, R) 
laterális nézet, anterior vég balra ((Houart és mtsai, 2002) ábrája alapján). 
 
Eredményeink összesítése és a publikálás előkészítése során azonban Flowers és kollégái 
(Flowers és mtsai, 2012) kutatócsoportunkat megelőzve publikálták saját, a mieinkhez 
hasonló eredményeiket,  így mi végül nem publikáltuk  le a notum génnel kapcsolatos 
felfedezéseinket. 
 
Az rnd1l gén karakterizálása zebrahalban 
 
A  laborunkban  végzett  transzkriptóma  analízisből  kiderült,  hogy  a  ventralizált  ich 
embriókban  lényegesen alacsonyabb  rnd1l génexpresszió  tapasztalható a menekített 
embriókhoz  képest.  Az  Rnd1l‐ről  a  humán  ortológgal  végzett  vizsgálatok  alapján 
valószínűsíthető volt, hogy az aktin citoszkeleton átrendeződésén keresztül részt vehet 
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a  sejtmozgások  kivitelezésében,  és  hogy  hatását  a  RhoA‐n  keresztüli  szignalizációra 
hatva fejti ki. 
In situ hibridizációs vizsgálatokkal kiderítettük: az rnd1l erőteljes dorzális kifejeződést 
mutat már sphere állapottól kezdve. Ez az expressziós domén az ich embriókban eltűnik, 
ebből arra következtethetünk, hogy a kanonikus Wnt útvonal pozitívan szabályozza az 
rnd1l  gént  a  fejlődés  korai  szakaszában  (38.  ábra).  A  később,  körülbelül  40%‐os 
epibóliától  tapasztalható  cirkumferenciális  expresszió  a  csíraöv  mentén  Nodal 
szignalizáció  általi  szabályozást  valószínűsített,  amely mezendodermális  sejtsorsokat 
indukál. 50%‐os epibóliánál készített metszeten sikerült  igazolni, hogy valóban csak a 
mezendodermális prekurzorsejtekben expresszálódik az rnd1l (39. ábra). 
Feltételezzük, hogy az rnd1l mind a dorzális, mind a cirkumferenciális doménben a Nodal 
szignalizáció hatása alatt áll. Ismeretes, hogy a dorzális oldalon a Wnt/β‐catenin szignál 
azelőtt indukálja a Nodal szignalizáció aktiválódását, hogy az cirkumferenciálisan Wnt‐
független módon  aktiválódna.  Előbbiekkel  jól  korrelál  az  a megfigyelésünk,  hogy  ich 
embriókból a dorzális oldalról hiányzik az rnd1l kifejeződés, azonban cirkumferenciálisan 
detektálható. Szemben sok más mezendoderma prekurzorokban expresszálódó génnel 
az rnd1l a mezendoderma kialakulásának kezdetén, 30%‐os epibóliánál még nem jelenik 
meg, amiből arra következtetünk, hogy a Nodal szignalizáció csak közvetve szabályozza 
az rnd1l expressziót. 
Az rnd1l mRNS transzlációjának MO‐val történő gátlása számos morfogenetikai zavart 
okoz az embrió fejlődése során. Zavarja a konvergens extenziót, a szemtelep nem képes 
kettéválni  a  fejlődés  során  és  az  agykamrák  ürege  sem  alakul  ki,  illetve  erőteljesen 
deformált lesz. A konvergens extenzió zavara a géncsendesítés során minden bizonnyal 
a  sejtek  nem megfelelő migrációjának  következménye,  amit  közvetett módon  több 
vizsgálatunk  is alátámaszt. Lehetséges, hogy a konvergens extenziós sejtmozgásokban 
bekövetkező változások a szemtelep fejlődésére  is kihatnak: a morfáns embriókban a 
telencephalikus progenitorok nem jutnak el a szemtelep dorzális oldalára. 
A géncsendesítés következményeként az agykamra fejlődése során az apikális marker 
ZO‐1 kifejeződése zavart szenved, a fehérje csak ektópikus pozícióban jelenik meg, így 
feltételezzük, hogy  a megfelelő  apikobazális polaritás hiánya  gátolja meg  a normális 
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fejlődést. A megfigyelés azért különösen érdekes, mert az rnd1l nem csak a formálódó 
agykamrák  területén, de  a másfél‐  két napos embriók estén  a  gerincvelő  formációja 
során  is  fellelhető,  annak  egy  jól  elkülönülő,  centrális  régiójában.  Ismerve  a 
gerinccsatorna  kialakulásának  mechanizmusát  és  benne  a  tükörszimmetrikus 
osztódások és Wnt/PCP szignalizáció szerepét, egy lehetséges magyarázat a tapasztalt 
fenotípusra,  hogy  az  agykamra  ürege  a  gerinccsatornához  hasonló mechanizmussal 
alakul  ki.  Vizsgálataink  során  számos  olyan  rnd1l  expresszáló  domént  fedeztünk  fel, 
melyben  a  Wnt/PCP  szignalizáció  is  aktív,  továbbá  sikerült  bebizonyítanunk  a 
konvergens  extenzió  folyamatában,  hogy  az  rnd1l  egy  genetikai  útvonalban  hat  a 
Wnt/PCP‐vel.  Feltételezésünk  szerint  a  többi  expresszáló  doménben  is  kapcsolatban 
állhat  a  gén és  az útvonal.  Lehetséges  azonban, hogy  az  rnd1l és paralógja,  az  rnd1 
komplementer módon fejeződik ki a zebrahal fejlődése során. 
Az Rnd1l és RND1  között  tapasztalható nagyfokú  konzerváltság miatt  feltételezhető, 
hogy a zebrahal segítségével szerzett információknak humán relevanciája is lehet. Mint 
a sejtmigrációban fontos szabályozó szerepet betöltő gén, a rákos sejtek metasztázisa 
egy lehet a fontos humán vonatkozások közül, amit megerősít, hogy a Genes‐to‐Systems 
Breast  Cancer  (GSBC)  (http://www.itb.cnr.it/breastcancer/)  adatbázisa  szerint 
microarray  vizsgálatok  alapján  az  RND1  a  vizsgált  mellrák  minták  20%‐ban 
megnövekedett  expressziót  mutat.  Egyes  kutatások  továbbá  az  RND1  funkcióját  a 
sejtciklus szabályozásával is összefüggésbe hozzák, így nem csak az áttétképződésben, 
de a rák kialakulásában is lehet szerepe a génnek. 
A notum génről szóló fejezetben részletezett nagyfokú humán gyógyászati relevancia az 
rnd1l  esetében  is  fennáll,  hiszen  ennek  a  génnek  is  szerepe  van  a  Wnt/PCP 
szignalizációjában,  amit  gén  interakciós  kísérleteink  is  alátámasztanak,  ennélfogva 
potenciális  terapeutikus  target  lehet  a  felsorolt  súlyos  fejlődési  rendellenességek 
esetében. 
Az rnd1l génnel végzett munkánk folyamán azonban paradigmaváltás történt a reverz 
genetikai  kutatások  területén.  A  Streptococcus  pyogenes  baktérium  adaptív 
immunrendszerének Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) 
és CRISPR associated protein 9  (Cas9) elemeinek  felhasználásával  létrehozott CRISPR‐
 
92 
 
Cas9  genomeditáló  módszer  génkiütéses  mutánsok  más  használatban  lévő 
metódusokhoz képest rendkívül gyors és gazdaságos előállítását tette lehetővé (Jao és 
mtsai, 2013). Ezzel párhuzamosan felerősödtek a MO‐k alkalmazása ellen szóló hangok. 
A  túlságosan  gyakran  megfigyelhető  aspecifikus  hatások  és  az  egyre  praktikusabb 
alternatívák miatt alkalmazásukat manapság már csak korlátozott esetekben javasolják, 
újonnan  publikált  gének  funkcionális  leírásához  mindenképpen  elvárás  valamely 
modern genomeditáló technológia használata (Schulte‐Merker és Stainier 2014). Ezen 
megfontolások miatt egyelőre nem publikáltuk eredményeinket, mivel a CRISPR‐Cas9 
rendszerrel készített mutáns törzsvonal előállítása folyamatban van (Gyüre 2017). 
 
A blebbisztatin in vivo hatásai fejlődő zebrahal embriókban 
 
Az  aktomiozin  kontraktilis  rendszernek  számos  egyedfejlődési,  sejten belüli  valamint 
fiziológiai  folyamatban  van  szerepe,  mint  pl.:  izom‐összehúzódás,  citokinézis, 
differenciáció, polarizáció, sejt‐motilitás és a blebesedés (Vicente‐Manzanares és mtsai, 
2009). Ezek közül néhány, amelyekben az N‐terminális motordomén a meghatározó, 
függ  a  nehéz  láncok  izoformájától,  mások,  amelyekben  az  aktin‐keresztkötés  a 
meghatározó, izoforma‐függetlenek (Wang és mtsai, 2011). 
Irodalmi adatok  szerint  több, a  zebrahal korai embrionális  fejlődése  során  lejátszódó 
folyamatban központi szerepet kap a MII. Ilyen az oldalvonalszerv kialakulása (Ernst és 
mtsai, 2012), a morfogenetikus árok lefűződése a sejtosztódások során (Urven és mtsai, 
2006), az epibólia  folyamata  (Koppen és mtsai, 2006), a szívfejlődés  (Wang és mtsai, 
2015), a glomerulusok kialakulása (Muller és mtsai, 2011), vagy a jobb‐bal aszimmetria 
kialakításában szerepet játszó Kupffer‐vezikula fejlődése (Wang és mtsai, 2012). 
A  Blebb  egy,  a  sejtmembránon  könnyen  átjutó,  nagy  affinitású,  és  alacsony 
koncentrációban specifikus MII inhibitor (Kovacs és mtsai, 2004). A molekula a MII‐ADP‐
Pi  komplexhez  való  nagy  affinitású  kötődés  útján  fejti  ki  gátló  hatását.  Interferál  a 
foszfát‐eleresztés folyamatával, ennek következtében a miozin fejeket egy aktinhoz nem 
kapcsolódó  állapotban  tartja.  Ez  a mechanizmus  rendkívül hasznos eszközzé  teszi  az 
 
93 
 
aktomiozin  rendszer  segítségével  zajló  embrionális  fejlődési  folyamatok  in  vivo 
tanulmányozásához (Kovacs és mtsai, 2004). 
Laborunkban, figyelembe véve lehetőségeinket, a fent említettek közül négy olyan MII‐
függő paradigmát vizsgáltam meg, amelyek tanulmányozásához irodalmi adatok szerint 
más  kutatócsoportok  használtak  Blebb‐t.  Ezek  az  oldalvonalszerv  fejlődése,  a 
morfogenetikai  árok  érése,  az  epibólia  folyamata  és  a  szív  fejlődése.  Igyekeztem  a 
publikált módszerek alapján a  lehető  leghűbben megismételni a kísérleteket, azzal a 
kikötéssel,  hogy  munkám  során  koncentrációsorokkal  dolgoztam,  valamint 
megvizsgáltam a Málnási‐Csizmadia laborban kifejlesztett Blebb‐származékokat is. 
Eredményeim  alapján  megállapítható,  hogy  az  oldalvonalszerv  fejlődését  a  Blebb 
specifikusan gátolja, a kezelés hatására a pLLp‐ok nem haladnak végig a mioszeptumok 
mentén,  hanem  koncentráció‐függő  távolságban  az  elméleti  terminális  pozíciójuktól 
leállnak. A folyamat során azonban a kontroll állatok pLLp‐aival megegyező számú NM‐
ot  raknak  le.  A  Blebb  származékoknak  magasabb  koncentrációban  bizonyultak 
hatásosnak (49. ábra). 
A  Blebb már  alacsony  koncentrációban  is  specifikusan  gátolta  a  szívprimordiumok 
összeforrását,  így cardia bifida fenotípust okozott. Az  inaktív (+)Blebb enantiomernek 
nem volt ilyen hatása. Ez ellentmond Wang és kollégái eredményeinek, akik azt találták, 
hogy  az  aktív  enantiomer  ugyanolyan  koncentráció  függéssel  okoz  cardia  bifida 
fenotípust, mint az aktív és az inaktív enantiomerek 1:1 arányú keveréke (Wang és mtsai, 
2015).  A  Blebb  származékok  csak  nagyon magas  koncentrációban  tudták  kiváltani  a 
fenotípust (50. ábra). Ennek az lehet az oka, hogy a szívfejlődésért egy meghatározott 
MII  izoforma  a  felelős,  amelyet  a  Blebb  jobban  képes  gátolni, mint  származékai.  A 
különböző  MII  izoformák  zebrahalban  való  expressziójáról  azonban  kevés  kísérleti 
adattal  rendelkezünk  (Huang  és  mtsai,  2013),  ennek  vizsgálata  jövőbeni  kutatások 
témáját kell, hogy képezze. Ennek csontoshal modell esetében azért van különösen nagy 
jelentősége, mivel  a  teleoszt  genomduplikáció  következtében olyan MII  izoformák  is 
kialakulhattak, amelyek más rendszertani besorolású szervezetekben nem találhatóak 
meg (Glasauer és Neuhauss 2014). 
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Az epibólia folyamata egyértelműen MII‐függő folyamat (Koppen és mtsai, 2006) (Chai 
és mtsai,  2015),  azonban  eredményeink  szerint  a Blebb  kezelés  epibóliára  gyakorolt 
hatása mégis aspecifikus, mivel az  inaktív (+)Blebb enantiomer  is késleltetett epibólia 
fenotípust okozott. A Blebb származékoknak nem volt szignifikáns hatása a  fenotípus 
kialakulására (51. ábra). Ebben az esetben szintén a NBlebb és AmBlebb korlátozottabb 
izoforma‐specificitása  állhat  a  háttérben.  Ennek  a  hipotézisnek  az  ellenőrzésére  a 
jövőben tervezzük különböző zebrahal MII‐izoformák in vitro előállítását és tesztelését 
a Blebb‐származékokkal. Különösen érdekes lesz annak a megértése, hogy az egyes MII‐
izoformáknak mennyire  lehet specifikus szerepe az egyes fejlődési folyamatokban (pl. 
létezik‐e epibólia‐specifikus MII) és ez a fajta szubfunkcionalizáció miképp jelent meg az 
evolúció során. 
A  morfogenetikai  árok  progresszióját  a  Blebb  koncentráció‐függő  módon  gátolta, 
azonban a Blebb származékok nem voltak nagyobb hatással a folyamatra, mint az inaktív 
(+)Blebb enantiomer (53. ábra). Mindezek alapján kérdéses, hogy a fenotípus valóban a 
MII‐gátlása miatt jelent meg és nem a Blebb(‐származékok) esetleges más szubsztráthoz 
kapcsolódása révén megjelenő aspecifikus hatást azonosítottunk. 
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Anyagok és módszerek 
 
 
A kísérleti állatok tartása, mintarögzítés 
 
A vad típusú AB (Streisinger és mtsai, 1981), tue (Haffter és mtsai, 1996) az ich mutáns, 
valamint  a  transzgenikus  Tg(−8.0cldnb:lynEGFP)zf106  (cldnb:eGFP)  (Haas  és  Gilmour 
2006),  rx3s399/s399  (Loosli  és  mtsai,  2003)  és  Tg(rx3:GFP)  (Rembold  és mtsai,  2006) 
haltörzseket  az  Eötvös  Loránd  Tudományegyetem  és  a  University  College  London 
halszobáiban, 28.5°C‐on, standard laboratóriumi körülmények között tartjuk. Nevelésük 
és ívatásuk is azonos körülmények között zajlik (Lawrence és Mason 2012). Az embriókat 
metilénkékkel (Wainwright 2005) kezelt E3 médiumban (5 mM NaCl, 0.33 mM MgCl2, 
0.33 mM CaCl2 és 0.17 mM KCl), 28,5  °C‐os  inkubátorban  tartjuk. Az állatok altatása 
illetve túlaltatása Tricaine használatával történik (Matthews és Varga 2012). 
Az  embriók  fenotípusos  osztályozása  a  Standard  Fejlődési  Táblázat  (Standard 
Developmental  Chart,  https://zfin.org/zf_info/zfbook/stages/)  alapján, 
sztereomikroszkóp alatt történik. A legtöbb molekuláris munkához az embriók fixálása 
szükséges. Ez foszfát‐pufferált sóoldatban (Phosphate Buffered Saline, PBS) oldott 4%‐
os paraformaldehidben (PFA) történik. Az embriókat dechorionálás után metanolban, ‐
20°C‐on tároljuk. 
A kutatásban használt minden protokollt  jóváhagyott a Nemzeti Élelmiszerbiztonsági 
Hivatal (engedélyszám: XIV‐I‐001/515‐4/2012). 
 
Teljes RNS izolálás, transzkriptóma analízis 
 
A  teljes  transzkriptóma  izolálása  guanídium‐izotiocianát‐fenol‐kloroform  extrakciós 
eljárással történt. Ennek során a kívánt stádiumú embriókat 500 µl TRIzol reagensben 
szobahőmérsékleten  három  percig  homogenizáltuk.  Ezt  követően  200  µl  fenol 
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hozzáadása után felráztuk, majd újabb három perces ülepedés után 4°C‐on, 13000 rpm‐
en 20 percig centrifugáltuk. A steril Eppendorf csőbe továbbvitt felülúszóból etanolos 
precipitációval  csaptuk  ki  az  RNS‐t.  Ennek  során  a mintához  2,5  térfogatnyi  96%‐os 
etanolt  valamint  0,1  térfogatnyi  3M‐os  Na‐acetátot  adtunk, majd  ‐20°C‐on  történő 
overnight  (ON)  inkubálás  után  egy  újabb  4°C‐on,  13000  rpm‐en  20  percig  tartó 
centrifugálással a kicsapódott RNS‐t ülepítettük. A felülúszó leszívása után a mintát 40 
µl  dietil‐pirokarbonát  (DEPC)‐tartalmú  vízben  vettük  fel,  amely  a  környezetből 
esetlegesen a mintába jutó RNázok aktivitását blokkolja. A transzkriptóma szekvenálása 
50‐50  embrióból  álló  mintákkal  Szegeden,  a  BayGen  kft.  ABI  SOLiD 
szekvenálókészülékén történt egy megbízásos szerződés alapján. 
 
Reverz transzkripció a cDNS könyvtár létrehozásához 
 
A reverz transzkripció Invitrogen reagensek felhasználásával, a gyártó protokollja szerint 
történt. Speciális (QT) primert használtunk (Ross és mtsai, 1972), amelynek az mRNS‐ek 
poly(A) farkával komplementer oligo‐dT részéhez egy adapter szekvencia kapcsolódik, 
amely  a  következő  lépésben  végzett  3’RACE  PCR  reakcióhoz  szükséges.  Az  RNS 
templátot steril MQ vízben oldjuk  fel, majd a primer mix, dNTP, DTT, RNáz  inhibitor, 
reakciópuffer és reverz transzkiptáz hozzáadása után 1 óráig 70°C‐on inkubáljuk, majd 
RNáz hozzáadása után 20 percig 37°C‐on inkubálva elimináljuk az RNS templátot. 
 
3’RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) PCR 
 
A kérdéses gének 3’ régióit 3’ RACE PCR segítségével amplifikáltuk. A reakciókat (Scotto‐
Lavino és mtsai, 2006) protokollja  alapján  terveztük meg. Ez egy  speciális  adapteres 
primert alkalmaz a sokszorozni kívánt génszakasz 3’‐végén, ami komplementer a  fent 
részletezett  módon  előállított  cDNS‐ünk  adapter  szekvenciáival.  Az  5’  primerek 
génspecifikus primerek.  Így a prediktált gének 3’ végeit kapjuk meg a folyamat végén 
(57. ábra). 
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57. ábra: A 3'RACE PCR menete. A  részletes magyarázatot  lásd a szövegben  ((Scotto‐Lavino és mtsai, 
2006) ábrája alapján). 
 
A folyamat maga egy két lépésből álló, ún. nested PCR, ami növeli a reakció specifitását. 
Egy‐egy 3’ RACE PCR reakciót 25 μl végtérfogatban mértünk össze, a gyártó protokollja 
szerint (Invitrogen, katalógusszám: 18373019). Első körben a külső primerekre (GSPo, 
Qo) mértük össze a reakciót (3’RACE‐1), majd az amplifikált DNS szakaszt egy újabb PCR 
reakcióban a belső primerekkel  (GSPi, Qi) specifikusan sokszorosítottuk  (3’RACE‐2). A 
3’RACE‐1 reakciók során a következő reagenseket használtuk: 
 2,5 μl 10X PCR puffer 
 0,75 μl 50mM MgCl2 
 0,5 μl 10mM dNTP 
 0,2 μl Taq polimeráz 
 0,5 μl aspecifikus primer (Qo) 
 0,5 μl specifikus primer (GSPo) 
 5 μl cDNS 
 15,5 μl milliQ víz 
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A 3’RACE‐1 reakciók során 32 ciklus volt (94°C – 1 perc, 55°C – 1 perc, 72°C – 3 perc). A 
3’RACE‐1  reakciók  termékét a 3’RACE‐2  reakciók  során  templátként használtuk  fel. A 
második reakciót az alábbiak szerint mértük össze: 
 2,5 μl 10X PCR puffer 
 0,75 μl 50mM MgCl2 
 0,5 μl 10mM dNTP 
 0,2 μl Taq polimeráz 
 0,5 μl aspecifikus primer (Qi) 
 0,5 μl specifikus primer (GSPi) 
 0,5 μl 3’RACE‐1 PCR termék 
 20 μl milliQ víz 
 
A 3’RACE‐2 reakciókban 33 ciklus volt (94°C – 1 perc, 55°C – 30 másodperc, 72°C – 3 
perc).  A  reakciók  mindkét  esetben  a  ciklusok  után  12  percig  72°C‐on  futottak. 
Kontrollként  elongation  factor  1α  (ef1α)‐t,  egy  háztartási  gént  használtunk.  A  PCR 
termékeket 0,8%‐os agaróz gélen futtattuk meg, majd a fragmenseket gélből  izoláltuk 
QIAGEN  kittel  (kat.szám:  28704).  Az  így  izolált  DNS  szakaszt  pBS‐KS(+)  vektorba 
klónoztuk. 
 
A reakciók során használt primerek szekvenciái 
 
notum: 
 adaptor reverse, külső: 5' ‐ CAGGAGTTTACTCGGGTCCA ‐ 3' 
 adaptor reverse, belső: 5' ‐ GCCGCTTGATGGTAGGATAA ‐ 3' 
 notum‐RACE forward, külső: 5‘ ‐ GCTACAGCGCAACACAAGAG ‐ 3‘ 
 notum‐RACE forward, belső: 5‘ ‐ CTGCCGTGTTGACTCAGTGT ‐ 3‘ 
 ef1α forward: 5′ ‐ ACCGGCCATCTGATCTACAA ‐ 3′ 
 ef1α reverse: 5′ ‐ CAATGGTGATACCACGCTCA ‐ 3‘ 
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rnd1l: 
 oligoT‐adaptor: 
5' ‐ CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTT ‐ 3' 
 adaptor reverse, külső: 5' ‐ CCAGTGAGCAGAGTGACG ‐ 3' 
 adaptor reverse, belső: 5' ‐ GAGGACTCGAGCTCAAGC ‐ 3' 
 rnd1l‐RACE forward, külső: 5‘ ‐ CGCACAGCCACTGGTGGTCA ‐ 3‘ 
 rnd1l‐RACE forward, belső: 5‘ ‐ TGCAAACTGGTGCTGGTTGGGG ‐ 3‘ 
 ef1α forward: 5′ ‐ ACCGGCCATCTGATCTACAA ‐ 3′ 
 ef1α reverse: 5′ ‐ CAATGGTGATACCACGCTCA ‐ 3‘ 
 
A fragmens TA klónozása pBS‐KS(+) vektorba 
 
A  3‘RACE  PCR  során  amplifikált  fragmenseket  először  pBS‐KS(+),  ampicillin 
rezisztenciagént hordozó vektorba klónoztuk „TA cloning” technikával. Ennek során azt 
használtuk ki, hogy a Taq polimeráz a PCR termékek végein 3‘A túlnyúló véget hagy. A 
vektort megemésztettük EcoRV restrikciós endonukleázzal (Fermentas, ER0301), amely 
tompa  véget  hoz  létre, majd mindkét  végén  3'T  túlnyúló  véget  alakítottunk  ki  Taq 
polimeráz és dTTP segítségével.  Így a vektor és a fragmens a komplementer végeknél 
fogva ligálhatóvá válik. 
 
A ligálást 10 μl végtérfogatban mértük össze: 
 5 μl nukleáz mentes víz 
 1 μl 10X ligáz puffer (Fermentas, B69) 
 1 μl vektor 
 2 μl ligálandó fragmens 
 1 μl T4 ligáz enzim (Fermentas, EL0011) 
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A reakciót egész éjszakán át 16°C‐on inkubáltuk, majd az így kapott plazmidokat E. coli 
DH5α  kompetens  sejtekbe  transzformáltuk.  A  transzformálás  lényege,  hogy  a 
kompetens sejtek hősokk hatására képesek felvenni a plazmidot. A sejteket kék‐fehér 
szelekciós, ampicillines LB táplemezen, egész éjszakán át 37°C‐on inkubáltuk. Másnap a 
fehér telepeket (ezek a sejtek olyan plazmidot vettek fel, amelynek β‐galaktozidáz génjét 
a beépült DNS darab inaktiválta) LB tápoldatba oltottuk, majd másnap a felszaporított 
sejtekből  a  plazmidokat  Promega  Miniprep  Kit‐tel  (kat.szám:  A7100)  izoláltuk. 
Szekvenálással állapítottuk meg, hogy a kapott plazmidokban a fragmens inszertálódása 
milyen  irányú,  így  a megfelelő  orientációjú  inszertet  a  későbbi  injektálások  céljából 
expressziós vektorba  (pCS2+) átklónoztuk. Az átklónozás  során a plazmidot  illetve az 
expressziós  vektort  restrikciós  endonukleázokkal  [EcoRI  és  XhoI  (Fermentas,  ER0271 
illetve ER0691)] emésztettük. A ligálás menete a fentebb leírtakkal megegyező volt. 
 
In vitro transzkripció antiszensz RNS készítéséhez 
 
Az  antiszensz  RNS‐ek  készítéséhez  digoxigeninnel  jelölt  nukleotidokat  (DIG‐NTP) 
használtunk, amelyeknek a későbbi in situ hibridizációk során volt jelentősége. Az RNS 
átírásához  a  pBS‐KS(+)  vektorba  klónozott  3’RACE  PCR  terméket  használtuk 
templátként, amelyet előzőleg XhoI enzimmel linearizáltunk. 
Az in vitro transzkripciót az alábbi protokoll szerint végeztük: 
 2 μl linearizált DNS templát 
 8,5 μl DEPC víz 
 4 μl 5X transzkripciós puffer (Promega, P1181) 
 2 μl 100mM DTT (Promega, P1171) 
 0,5 μl RNasin RNáz inhibitor (Promega, N2111) 
 2 μl DIG‐NTP (Roche) 
 1 μl T7 polimeráz (Promega, P2075) 
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A reakciót 37°C‐on két órán át inkubáltuk, majd a DNS templátot 1 μl DNáz (Promega, 
M6101) hozzáadásával elimináltuk. A próbaszintézishez templátként használt plazmidok 
a következők voltak: 
 pCS2+aplnrb (Scott és mtsai, 2007) 
 pZL‐dkk1 (Hashimoto és mtsai, 2000) 
 pCS2+fgf8 (Furthauer és mtsai, 1997) 
 pcDNA3.0‐fgf17b (Cao és mtsai, 2004) 
 pBS‐flh [63] (Talbot és mtsai, 1995) 
 pBS‐foxa3 (Odenthal és Nusslein‐Volhard 1998) 
 pBSfoxb1.2 (Odenthal és Nusslein‐Volhard 1998) 
 pBS‐foxd3 (Odenthal és Nusslein‐Volhard 1998) 
 pGEMT‐foxd5 (Lee és mtsai, 2009) 
 pSPORT1‐ism1 (Weidinger és mtsai, 2005) 
 pBS‐lft1 (Thisse és Thisse 1999) 
 pGEMT‐mixer (Alexander és mtsai, 1999) 
 pBS‐ntl (Schulte‐Merker és mtsai, 1992) 
 osr1 (Swartz és mtsai, 2011) 
 pCRII‐TOPO‐sp5l (Weidinger és mtsai, 2005) 
 pBS‐zspry2 (Labalette és mtsai, 2011) 
 pBS‐spry4 (Furthauer és mtsai, 2001) 
 pBS‐zic2.1 (Toyama és mtsai, 2004) 
 zic3 (Grinblat és Sive 2001) 
A többi gént nested PCR‐rel amplifikáltuk, és pCRII‐TOPO‐Blunt (Invitrogen) vagy pGEM‐
T‐Easy  (Promega)  vektorokba  klónoztuk. A PCR primereket  az  Ensembl  adatbázisban 
található annotációk alapján terveztük. 
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In situ hibridizáció 
 
Az  in  situ  hibridizáció  segítségével  az  adott  fejlődési  stádiumban  fixált  embrió 
génexpressziós mintázata detektálható. E módszer a szervezetben jelen lévő mRNS‐ek 
lokalizációját specifikus  festéssel  teszi  láthatóvá. Az eljárás  lényege, hogy a kimutatni 
kívánt génre specifikus antiszensz RNS a génről a szervezetben átíródott komplementer 
mRNS‐hez  hibridizál. A  hibridek  alkalikus  foszfatázzal  (AP)  konjugált  anti‐digoxigenin 
ellenanyag hozzáadása után különböző kromogénekkel, mint a BM Purple vagy az NBT‐
BCIP,  létrejövő  színreakcióval  láthatóvá  tehetők. Az embriók  sztereomikroszkóp alatt 
vizsgálhatók, festődésük PBS‐Tweennel (PBST) történő mosással állítható meg, majd az 
embriók  igény szerint posztfixálhatók 4%‐os PFA‐ban, végül pedig 80%‐os glicerolban 
tárolhatók. A három napos folyamat során (Maegawa és mtsai, 2006) protokollja alapján 
dolgoztunk, az alábbiak szerint: 
 
1. nap: 
A  metanolban  tárolt  dechorionált  embriókat  hígítási  szériával  (75%,  50%,  25%‐os 
metanolban 5‐5 percig rázatva) PBST‐be vittük át. Az embriókat hibridizációs pufferben 
65°C‐on tartottuk 3 órán át az antiszensz RNS‐sel történő inkubálás előtt, így biztosítva 
a megfelelő közeget annak kötődéséhez. Az embriókat éjszakára 65°C‐on inkubáltuk az 
antiszensz RNS‐sel, 1:400‐hoz koncentrációban. 
 
2. nap: 
A felesleges antiszensz RNS‐t több mosási lépéssel eltávolítottuk. Először az embriókat 
SSCT/formamid higítási sorral PBST‐be vittük át. A hígítási sor lépései: 
 5X SSCT/50% formamidos mosás 65°C‐on 
 2X SSCT/50% formamidban inkubálás 65°C‐on egy órán át 
 2X SSCT‐ben 10 perces inkubálás szobahőmérsékleten kétszer 
 RNáz pufferben 10 perces inkubálás szobahőmérsékleten 
 RNázos oldatban 10 perces inkubálás szobahőmérsékleten 
 
103 
 
 2X SSCT‐ben 10 perces inkubálás szobahőmérsékleten 
 2X SSCT/50% formamidban inkubálás 65°C‐on egy órán át 
 2X SSCT‐ben 15 perces inkubálás 65°C‐on 
 0,2X SSCT‐ben 15 perces inkubálás, 65°C‐on 
 PBST‐s mosás 5 percig 
 
A mosást  követően  az  embriókat  blokkoló  oldatban  készítettük  elő  az  ellenanyagos 
inkubáláshoz. A blokkoló oldat  tízszeres koncentrációjú  törzsoldatból készül PBST‐vel 
hígítva. (A törzsoldat készítéséhez a Roche poralapú reagensét (Roche, 11096176001) 
használtuk,  a  gyártó  protokollja  szerint  maleinsavval  hígítva.)  Az  RNS‐hibridek 
detektálására  alkalikus‐foszfatázzal  konjugált  anti‐digoxigenin  ellenanyagot  (Roche, 
11093274910)  használtunk,  blokkoló  oldatban  oldva  1:4000‐hez  higításban.  Az 
inkubálás egész éjszakán át történt 4°C‐on. 
 
3. nap: 
Az embriókat hatszor 15 percig PBST‐ben, majd háromszor 5 percig alkalikus foszfatáz 
(AP) pufferben rázattuk. Az AP puffer összetétele: 
 100 mM Tris‐HCl (pH 9.5) 
 50 mM MgCl2 
 100 mM NaCl 
 20% Tween‐20 
 bidesztillált víz 
 
Az AP pufferes mosást  követően  az  embriókat  sötétben,  az AP  specifikus  kromogén 
szubsztrátjában  inkubáltuk.  Tailbud  állapotnál  fiatalabb  embriókhoz  BM  Purple‐t 
(Roche) használtunk,  idősebbekhez pedig NBT/BCIP  (Sigma) keveréket. A színreakciót 
sztereomikroszkóp alatt vizsgáltuk, majd igény szerint PBST‐s mosással megállítottuk. Az 
embriókat PBST‐ben fél órán át rázattuk. Újrafixálás céljából  ‐ mivel az  in situ reakció 
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fellazítja a szöveteket – az embriókat 4%‐os PFA‐ban rázattuk fél órán át. Az embriókat 
egy 10 perces PBST‐s mosást követően glicerolban tároltuk 4 °C‐on. 
 
In vitro transzkripció mRNS átírásához 
 
A  szensz  notum mRNS  készítéséhez mMessage mMachine  kitet  (Ambion,  AM1340) 
használtunk. A reakciót 20 μl végtérfogatban mértük össze az alábbiak szerint: 
 2 μl nukleáz mentes víz 
 10 μl 2X NTP 
 2 μl 10X reakciópuffer 
 4 μl lineáris DNS templát 
 2 μl enzim mix 
 
A reakciót 37°C‐on egész éjszakán át inkubáltuk. Másnap a DNS templátot 1 μl DNáz mix 
hozzáadásával  (15  perc  inkubálás  37°C‐on)  elimináltuk.  Az  RNS  precipitációhoz  a 
mintához 30 μl nukleáz mentes vizet és 30 μl LiCl‐ot adtunk, alaposan összekevertük, 
majd egy órára  ‐20°C‐ra tettük. A mintát ezután 4°C‐on 15 percig centrifugáltuk, és a 
felülúszót eltávolítottuk. Ezután 1ml 70%‐os alkoholt adtunk hozzá, majd ismét 15 percig 
centrifugáltuk. Az alkoholt eltávolítottuk, a megtisztított RNS‐t milliQ vízben oldottuk fel. 
A primerek szekvenciája: 
 forward:         5‘ ‐ CTGCCGTGTTGACTCAGTGT ‐ 3‘ 
 reverse:          5' ‐ GCCGCTTGATGGTAGGATAA ‐ 3' 
 
Mikroinjektálás 
 
A mikroinjektálás kétsejtes embriókba, a sejtek és a szik határára, a szikanyagba történt. 
Ennek  során  körülbelül  2‐300  pg  reverz  transzkripcióval  előállított  Rnd1lMO‐t  vagy 
notum  mRNS‐t  juttattunk  be  az  embriókba  egy  nitrogéngázzal  működő  injektorra 
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kapcsolt üveg kapilláristű segítségével, majd hagytuk őket a chorionon belül fejlődni. Az 
injektált  embriókat  vagy  a  fejlődés  adott,  korai  stádiumában  fixáltuk,  vagy  24  óra 
elteltével fenotípus‐analízist végeztünk rajtuk. 
A MO szekvenciája: TGTGCGTTTCTTCTTTCCTTCATTG 
 
Minták beágyazása műgyantába, és metszése 
 
A metszett mintákat előzőleg műgyantába ágyaztuk, majd mikrotómmal metszettük. A 
beágyazáshoz JB‐4 kitet (Sigma‐Aldrich, EM0100) használtunk (Sullivan‐Brown és mtsai, 
2011). A megkeményedett mintákat egy Leica mikrotóm segítségével szeleteltük, 12μm‐
es szeletekre. 
Részletes metszési protokoll: 
1. Embriók fixálása 4%‐os PFA‐ban 4°C‐on ON 
2. PBST‐s mosás 3*5 perc 
3. milliQ vizes mosás üvegedényben 3*10 perc 
4. dehidratálás felszálló alkoholsorral: 
 30%‐os etanol 2 perc 
 50%‐os 2 perc 
 70%‐os 2 perc, utána az embriókat visszacseppenthetjük az Eppendorf 
csövekbe 
 95%‐os 2 perc 
 100%‐os 2*2 perc 
5. 0.36 g benzoil‐peroxid hozzáadásával 25 ml‐hez aktiváljuk az „A” oldatot 
 a  továbbiakban  sötétben  dolgozunk,  alufóliával  borított  Eppendorf 
csövekkel 
 a port elszívófülke alatt adjuk hozzá az oldathoz 
6. az aktivált „A” oldat és 100%‐os etanol 1:1 arányú keverékében 1 órán keresztül 
RT inkubáljuk a mintákat 
7. aktivált „A” oldatban 4°C‐on ON inkubáljuk a mintákat 
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8. az embriókat előkészítjük a beágyazásra 
9. 40 μl „B” oldatot 960 μl aktivált, szobahőmérsékletre melegített „A” oldathoz 
adva elkészítjük a műgyantát, az Eppendorf cső forgatásával elkeverjük, amíg el 
nem sötétedik 
10. annyi aktivált „A” oldatot távolítunk el az embriókról, amennyit csak lehetséges, 
vigyázva, hogy ki ne száradjanak 
11. a  mintatartó  minden  zsebébe  175‐175  μl  műgyantát  adunk,  az  embriókat 
orientáljuk 
12. felcsatoljuk a mintatartó fedőjét, rákapcsoljuk a nitrogéngázos  injektor csövét, 
10‐15 percig egyenletesen nitrogéngázt áramoltatunk át a mintatartón, ezután 
lekapcsoljuk a csövet és lezárjuk a szelepeket 
13. a mintákat ON hagyjuk megkötni 
14. fénymikroszkóp alatt orientáljuk a mintákat, majd átvágjuk, hogy lapos felületet 
kapjunk 
15. a mintákat ráhelyezzük a mikrotóm blokkjára, 12 m vastag szeleteket metszünk, 
melyeket egy csepp vízre helyezzük a tárgylemeze és 50C‐s hőblokkon szárítjuk 
őket 
16. DPX (Sigma‐Aldrich, 44581) segítségével fedjük a mintákat. 
 
Immunfestés 
 
Az  immuncitokémiás  vizsgálatot,  illetve  annak  detektálását  Varga  Máté  és  Kenzo 
Ivanovitch végezték. Az rx3:GFP expresszió kimutatása csirke‐anti‐GFP (1:1000) (Abcam, 
ab13970)  elsődleges,  majd  kecske‐anti‐csirke‐Alexa488  (1:200)  (Abcam,  ab150169) 
másodlagos ellenanyaggal történt, míg a ZO‐1 kimutatása egér‐anti‐ZO1 (1:500) (Santa 
Cruz Biotechnology, H‐300) elsődleges, és kecske‐anti‐egér‐Alexa633  (1:200)  (Abcam, 
ab150113) másodlagos ellenanyaggal. A detektálás Leica SPE konfokális mikroszkóppal 
történt. 
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A blebbisztatin származékokkal végzett kísérletek körülményei 
 
A citotoxicitást vizsgáló esszéhez 2 dpf zebrahal embriókat dechorionáltam, majd 10 μM 
para‐aminoblebbisztatint,  para‐nitroblebbisztatint  vagy  blebbisztatint  tartalmazó  E3 
médiumban  inkubáltam,  majd  70  órán  keresztül  különböző  időpontokban 
megfigyeltem.  Kontrollként  0.1%  DMSO‐t  tartalmazó  E3  médiumot  használtam.  Az 
embriók abban az esetben minősültek halottnak, amennyiben megállt a szívük, testük 
pedig nekrotizálni kezdett. Az elpusztult embriókat a szennyezés elkerülése érdekében 
eltávolítottam. 
Az  oldalvonalszerv  fejlődését  vizsgáló  kísérletekhez  dechorionált  1  dpf  stádiumú 
embriókat inkubáltam 24 órán keresztül embriónként 50‐50 μl E3 médium cseppekben, 
amikben 0, 5, 10, 20 és 50 μM  inhibitorkoncentrációt állítottam be, minden esetben 
0,5%  DMSO  végkoncentrációval.  A  cseppeket  egy  24‐lyukú  plate  fedelére 
cseppentettem, majd az alját  ráhelyezve parafilmmel zártam  le a párolgás elkerülése 
érdekében. 
Az  epibólia  folyamatát  vizsgáló  kísérletekhez  50%  epibólia  stádiumú  embriókat 
inkubáltam embriónként 50‐50 μl E3 médium cseppekben, amikben 0, 5, 10, 20 és 50 
μM  inhibitorkoncentrációt  állítottam  be,  minden  esetben  0,5%  DMSO 
végkoncentrációval. A cseppeket egy 24‐lyukú plate fedelére cseppentettem, majd az 
alját ráhelyezve parafilmmel zártam le a párolgás elkerülése érdekében. Az inkubációt 
akkor állítottam le, amikor a kontroll embriók elérték a bud állapotot. 
A morfogenetikai árok befűződését vizsgáló kísérletekhez 1 sejtes stádiumú embriókat 
inkubáltam embriónként 50‐50 μl E3 médium cseppekben, amikben 0, 5, 10, 20 és 50 
μM  inhibitorkoncentrációt  állítottam  be,  minden  esetben  0,5%  DMSO 
végkoncentrációval. A cseppeket egy 24‐lyukú plate fedelére cseppentettem, majd az 
alját ráhelyezve parafilmmel zártam le a párolgás elkerülése érdekében. Az inkubációt 
akkor állítottam le, amikor a kontroll embriók elérték a 128 sejtes állapotot. 
A cardia bifida  fenotípus kialakulását vizsgáló kísérletekhez 1dpf stádiumú embriókat 
inkubáltam 24 órán keresztül embriónként 50‐50 μl E3 médium cseppekben, amikben 0, 
5, 10, 20 és 50 μM  inhibitorkoncentrációt állítottam be, minden esetben 0,5% DMSO 
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végkoncentrációval. A cseppeket egy 24‐lyukú plate fedelére cseppentettem, majd az 
alját ráhelyezve parafilmmel zártam le a párolgás elkerülése érdekében. Az inkubációs 
periódus  után  az  embriókat  E3  médiummal  háromszor  átmostam,  majd  in  situ 
hibridizációval  festettem  a  szívkamrákra  specifikus  vmhc  próbát  (Yelon  2001) 
felhasználva. A próbákért szíves köszönet Dr. Jeroen den Hertognak (Bonetti és mtsai, 
2014). 
 
Képrögzítés 
 
A fekete‐fehér brightfield és UV képek egy Axiocam kamerával felszerelt Zeiss SteREO 
Lumar  V12  mikroszkóppal  készültek  egy  NeoLumar  S  0.8x  FWD  80mm  objektív 
felhasználásával, 100x nagyításon, az AxioVision szoftverrel. A színes brightfield képek 
az  in situ hibridizációval festett embriókról egy Nikon SMZ1000 sztereomikroszkóppal 
készültek,  Nikon  Plan  APO  1x  WD70  objektív  felhasználásával,  100x  nagyításon.  A 
képrögzítéshez  használt  kamera  a  következő  volt:  Evolution  MP  5Mp  (Media 
Cybernetics), a szoftver pedig a QCapture Pro 5.0. 
 
Bioinformatika 
 
Munkám során statisztikai elemzésekre, ábrakészítésre a Graphpad Prism program T‐
tesztjét, valamint az R statisztikai programnyelvvel  (R Development Core Team 2017) 
készített  szkripteket  használtam.  Adatvizualizációra  az  R  programnyelv  ggplot2 
csomagját használtam (http://ggplot2.org). 
Képszerkesztésre  az  Adobe  Photoshop,  az  ArcSoft  Photo  Studio,  valamint  a  GIMP 
programokat, képelemzésre az ImageJ programcsomag FIJI kiterjesztését alkalmaztam.  
Irodalmazáshoz, expressziós adatok kereséséhez a PubMed, Ensembl, valamint a Zfin 
adatbázisokat vettem igénybe. 
A transzkriptóma szekvencia analízise a Genomics Workbench program (CLC Bio) 4.6‐os 
verziójával  történt.  A  nyers  szekvenálási  adatokat  a  rövid  szekvenciadarabok 
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eltávolításával  szűrtük,  a  további  analízist  csak  legalább  50  nukleotid  hosszú 
szekvenciákon végeztük. Az adatokat a Danio  rerio Zv9  (Ensembl)  referenciagenomra 
térképeztük  alapbeállítások  használatával. A  fals  pozitív  találatok  szűrése  érdekében 
azokat  a  géneket,  melyek  találatai  ferde  eloszlást  mutattak  a  menekített 
adathalmazban, kizártuk a további analízisból. 
A  génexpressziós  adatok  összehasonlítására  az  R  programnyelv  DESeq  csomagját 
(Anders és Huber 2010) használtuk. Azokat a géneket tartottuk meg, amelyek legalább 
1.5‐szeres exresszió emelkedést mutattak, majd ezek közül is kiszűrtük a ferde eloszlást 
mutató fals pozitívokat. 
Alternatív  megközelítésként  a  TopHat  program  (Trapnell  és  mtsai,  2012)  1.3.2‐es 
verziójával térképeztük az adatokat a referenciagenomra. Ez a program a splice határok 
felismerésével  teszi  lehetővé  a  több  exonon  átívelő  read‐ek  pontos  térképezését. A 
read‐ek  összeállítása,  és  a  relatív  génexpresszió  összehasonlítása  a minták  között  a 
Cufflinks  program  (Trapnell  és mtsai,  2012)  1.1.0‐s  verziójával  történt,  a  fals  pozitív 
találatokat kizártuk.  
Promóteranalízhoz a TESS programot (Schug 2008) használtuk. A random génszettet az 
RSA‐tools  online  programmal  (http://rsat.sb‐roscoff.fr/)  állítottuk  elő.  A  gének 
szekvenciáit az Ensembl adatbázisból töltöttük le, majd a TESS programmal analizáltuk a 
két szekvencia csoportot TCT, XVent1 és Pou5f1 kötőhelyeket keresve. Az eredményül 
kapott  adatokat  az  R  programnyelven  írt  statisztikai  programcsomagok  segítségével 
analizáltuk és jelenítettük meg. 
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Összefoglalás 
 
A többsejtű élőlények komplex szervezetének kialakulásában szerepet játszó genetikai 
interakciók felderítése a fejlődésbiológia humán szempontból is legrelevánsabb területe 
napjainkban.  Laborunkban  a  zebradánió  embrionális  fejlődését,  azon  belül  a 
dorzoventrális  (DV)  tengely  kialakulását  szabályozó  genetikai  folyamatokat  vizsgáljuk 
egy  anyai  hatású,  erőteljes  ventralizáltságot  okozó  recesszív  mutáció,  az  ichabod 
segítségével.  Kiindulásképpen  mutáns,  valamint  β‐catenin‐2  mRNS  injektálásával 
menekített állatokból izolált teljes transzkriptómák összehasonlításával azonosítottunk 
a DV tengely  fejlődésében szerepet  játszó géneket. Eredményeink szerint ezen gének 
közül sok a Wnt útvonal modulátora, továbbá megtalálhatóak közöttük az Fgf valamint 
a Nodal szignálutak komponensei, emellett a sejt motilitásban és adhézióban szerepet 
játszó  gének  is.  Számos  gén  esetében  korábbi  vizsgálatok  már  beazonosították  a 
szerepüket a DV tengely kialakulásában, néhány esetben azonban még nem, ezért vált 
további vizsgálataim tárgyává a notum és az rnd1l. Az expressziós adatainkból, valamint 
funkciónyeréses  kísérleteinkből  látható,  hogy  a  notum  Wnt  antagonista  szerepe 
zebradánióban is konzervált. Fokozott aktivitása az állatok anteriorizálódásával jár, de a 
nem‐kanonikus  Wnt/PCP  szignálútnak  is  inhibitora,  így  befolyásolja  a  konvergens 
extenzió  folyamatát  is.  Az  Rnd1l‐ről  a  humán  ortológgal  végzett  vizsgálatok  alapján 
valószínűsíthető  volt,  hogy  az  aktin  citoszkeleton  átrendeződésének  szabályozásán 
keresztül  részt  vehet  a  sejtmozgások  kivitelezésében.  Funkcióvesztéses  kísérleteink 
igazolták, hogy hiánya megzavarja a konvergens extenziót és a  szemtelep  fejlődését, 
feltehetőleg egyazon genetikai útvonalban hat a Wnt/PCP‐vel.  Laborunkban négy olyan 
miozin II (MII)‐függő paradigmát vizsgáltam meg, amelyek tanulmányozásához irodalmi 
adatok  szerint más  kutatócsoportok  használtak  blebbisztatint  (Blebb).  Eredményeim 
alapján megállapítható,  hogy  az  oldalvonalszerv  kialakulását  és  a  szívprimordiumok 
összeforrását  a  Blebb  és  származékai  specifikusan  gátolják.  Ezzel  szemben,  bár  az 
epibólia egyértelműen MII‐függő folyamat, a Blebb kezelés hatása mégis aspecifikus. A 
Blebb  morfogenetikai  árok  progressziójára  kifejtett  hatása  specifikus,  ám  a  Blebb 
származékok  nem  voltak  nagyobb  hatással  a  folyamatra,  mint  az  inaktív  (+)Blebb 
enantiomer. 
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Summary 
 
Elucidating the genetic interactions that shape the complex body plan of multicellular 
organisms  is  one  of  the most  important  goals  of  developmental  biology  nowadays. 
Besides  its  relevance  for  basic  biology,  this  goal  also  has  implications  for  human 
medicine. In our laboratory, we study the genetic interactions controlling the formation 
of the dorsoventral (DV) axis, with the help of a ventralizing, maternal effect mutation, 
ichabod (ich). We started out by comparing the whole mRNA transcriptome of the ich 
mutants with  those  of  β‐catenin‐2 mRNA  rescued  animals  to  reveal  genes  that  are 
important  for DV axis  formation. According  to our  results, many of  these genes are 
modulators of the Wnt pathway, but components of the Fgf and Nodal pathways and 
modulators of cell motility and adhesion can also be found amongst them. For several 
genes  identified  in our  screen, previous  studies have  already  revealed  a  role  in  the 
formation of the DV axis, however, there were still some uncharacterized genes. I chose 
two of these, notum and rnd1l, as the objects of my further studies. From expression 
data and the results of gain‐of‐function experiments, we can see that the role of notum 
as a Wnt pathway antagonist is conserved in zebrafish. Its increased activity results in 
anteriorization  of  the  animals.  In  addition,  it  probably  plays  a  role  in  convergent 
extension, as it is an inhibitor of the non‐canonical Wnt/PCP pathway. On the basis of 
studies of the human orthologue of Rnd1l, we hypothesized that it participates in the 
control of cell movements through the regulation of the rearrangements of the actin 
cytosceleton. Our loss‐of‐function experiments showed that its defect indeed disturbs 
convergent extension and the development of the eyefield, presumably by acting in the 
same genetic network as the Wnt/PCP signaling.  I have also examined  four myosin  II 
(MII)‐dependent paradigms, which have been studied using blebbistatin (Blebb) in the 
past. According to my results, the formation of the lateral line and the fusion of the heart 
primordia are specifically inhibited by Blebb and its derivatives. In contrast, although the 
process of epiboly  is unambiguously MII‐dependent,  the effect of Blebb  treatment  is 
aspecific.  The  effect  of  Blebb  on  the  development  of  the morphogenetic  furrow  is 
specific, however, the Blebb derivatives didn’t have a significantly greater effect as the 
inactive (+)Blebb enantiomer.
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Köszönetnyilvánítás 
 
 
Ezúton  szeretném  hálámat  kifejezni  Dr.  Varga  Máténak,  témavezetőmnek,  aki 
bevezetett  eme  tudományterület  rejtelmeibe,  és hasznos  tanácsaival, útmutatásával 
azóta is felbecsülhetetlen segítséget nyújt. Nélküle ez a munka minden bizonnyal nem 
jöhetett volna létre. 
Emellett  köszönet  illeti  laborom  jelenlegi  és  volt  tagjait:  Annus  Tamást,  Bősze 
Bernadettet,  Fodor  Erikát  valamint  Gyüre  Zsoltot  értékes  segítségükért.  Munkánk 
számos aspektusában közös volt, így eredményeim őket is dicsérik. 
Nem  felejtkezhetem meg  a  Genetikai  Tanszék  vezetőjéről,  Prof.  Vellai  Tiborról,  aki 
lehetővé tette kutatásomat, valamint a tanszék további munkatársairól sem, akik mindig 
készségesen segítettek a felmerülő problémák megoldásában. 
Köszönettel  tartozom  Képíró  Miklósnak,  Várkuti  Boglárkának  és  Málnási‐Csizmadia 
Andrásnak, akik nélkül a munkám miozin  inhibitorokat érintő fele nem  jöhetett volna 
létre. 
Végül, de nem utolsó sorban köszönöm családomnak és barátaimnak, hogy mellettem 
álltak és támogattak már‐már reménytelennek tűnő időszakok alatt is.
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Függelék 
 
 
A zebrahal egyedfejlődése 
 
A zebradánió a magzatburok nélküliek (Anamnia) csoportjába tartozó, kedvelt gerinces 
modellszervezet. Az állatok külső megtermékenyítéssel egész évben szaporodnak, egy‐
egy  alkalommal  is  nagyszámú  utódot  hozva  világra. Az  embrionális  fejlődés  gyorsan 
zajlik, 72 órával a megtermékenyítés után eljutnak a korai lárvális állapotba. A folyamat 
hét főbb szakaszra osztható (2. táblázat) (Kimmel és mtsai, 1995). 
 
Zigóta  0 hpf  Az első sejtosztódás a megtermékenyítés után 
Barázdálódás  0,75 hpf  2.‐7. gyors, szinkron sejtosztódás 
Blasztula  2,25 hpf  Midblastula transition (MBT), epibólia kezdete 
Gasztrula  5,25 hpf  Konvergens extenzió, involúció 
Szegmentáció  10 hpf  Szomiták kialakulása, az elsődleges szervfejlődés kezdete, 
mozgás, farok megjelenése 
Pharyngula  24 hpf  A test tengelyének kiegyenesedése, keringés 
megindulása, pigmentáció, uszonyok megjelenése 
Kikelés  48 hpf  Az elsődleges szervfejlődés befejeződése, kikelés 
 
2. táblázat: A zebrahal fontosabb fejlődési stádiumai. 
 
A  zebrahal  petesejtje  polarizált,  szikben  gazdag  vegetatív  és  szikben  szegény,  a 
sejtmagot  tartalmazó  animális  pólusra  különíthető.  Megtermékenyítés  után  a 
sejtplazma  áramlása  létrehozza  a  csírakorongot  a  szikanyag  felszínén.  A  fejlődés 
következő  három  órájában  a  csírakorong  gyors,  szinkron  osztódásokon  megy  át 
(meroblasztikus osztódás), létrehozva a nagyjából 1000 sejtből álló blasztulát. Ezalatt az 
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embrió mérete nem növekszik szignifikánsan, tehát egyre kisebb sejtek jönnek létre (58. 
ábra). 
Már  64  sejtes  állapotban  elkülöníthető  egy  extraembrionális  struktúrának minősülő 
szuperficiális réteg (enveloping  layer ‐ EVL), valamint az embriót alkotó, mélyben lévő 
réteg  (deep  cell  layer  ‐ DCL).  A  blasztula  stádium  közepén,  512  sejtes  állapotban  a 
DNS:citoplazma  arány  elér  egy  kritikus  értéket,  aminek  hatására  elkezdődik  az  ún. 
midblastula transition (MBT). E folyamat során megindul a zigotikus gének expressziója, 
és fokozatosan átveszik az irányítást a fejlődés felett. Ezzel párhuzamosan a blasztula és 
a  szik  határán  elhelyezkedő  marginális  blasztomérák  anyagukat  citoplazmahidakon 
keresztül  a  szikanyagba bocsátják,  így  létrehozva  egy  szincíciális  réteget,  az ún.  yolk 
syncytial layert (YSL) (58. ábra) (Kimmel és mtsai, 1995) (Schier és Talbot 2005).  
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58. ábra: A zebradánió korai embrionális fejlődési stádiumai 1/2 
((http://www.swarthmore.edu/NatSci/sgilber1/DB_lab/Fish/img_fish/zebrafish_stage.jpg), (Kimmel 
és mtsai, 1995) ábrája alapján). 
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59. ábra: A zebradánió késői embrionális fejlődési stádiumai 2/2 
((http://www.swarthmore.edu/NatSci/sgilber1/DB_lab/Fish/img_fish/zebrafish_stage.jpg) ábrája 
alapján). 
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Ezután, 4 hpf körül megkezdődik a DCL sejtek radiális  interkalációja, melynek során a 
felszín  felé  vándorolva  szétterülnek,  és  körülnövik  a  szikanyagot,  végül  teljesen 
beborítva azt. Ez a  jelenség az epibólia, ami a gasztruláció befejeztével ér majd csak 
véget. Ezzel párhuzamosan, 5 hpf körül megindul az involúció folyamata, melynek során 
a  széli  sejtek  bevándorolnak,  és  létrehozzák  a  leendő  mezoderma  és  endoderma 
prekurzorát, a hipoblasztot. Az e felett elhelyezkedő sejtrétegek alkotják az epiblasztot, 
a leendő ektoderma prekurzorát. 6 hpf környékén indul meg a konvergens extenzió. A 
blasztoderma  laterális  és  ventrális  régióiból  sejtek  kezdenek  a  dorzális  oldal  felé 
vándorolni  (konvergencia),  miközben  interkalálódnak  a  dorzális  blasztomérákkal  az 
animális‐vegetatív tengely mentén. Ennek következtében az embrió teste megnyúlik az 
anterior‐poszterior tengely mentén (extenzió). A sejtek fent leírt vándorlása hozza létre 
az  embriópajzsot,  egy  megvastagodást  a  blasztoderma  dorzális  határán.  Ez  egy 
kulcsfontosságú  fejlődési  organizátor  régió,  a  kétéltűek  Spemann‐Mangold 
organizátorának megfelelője (59. ábra).  
Az ezután következő szegmentációs periódusban megkezdődik a szomiták, valamint az 
elsődleges szervek kialakulása, miközben az embrió testhossza tovább növekszik. Az első 
mozgások is ebben a stádiumban figyelhetők meg. A Pharyngula stádiumban indul meg 
a pigmentáció, elkezdődik az uszonyok kialakulása, a test tengelye kiegyenesedik. Végül 
az  utolsó,  kikelési  periódusban  az  elsődleges  szervek  fejlődése  befejeződik,  az 
úszóhólyag  felfújódik,  az embrió  kikel, és  lárvává  alakul  (59.  ábra)  (Kimmel és mtsai, 
1995) (Schier és Talbot 2005). 
 
A kísérletekhez felhasznált oldatok összetételei 
 
50x E3 embrió médium 
 
 NaCl        2.92 g 
 KCl        0.13 g 
 CaCl2        0.44 g 
 MgSO4       0.81 g 
 DV        200 ml‐ig 
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50x TAE törzsoldat 
 
 Ioncserélt víz      600 ml 
 Tris base (MT = 121)    242 g 
 Jégecetsav      57.1 ml 
 0.5 M EDTA (pH 8.0)    100 ml 
 
10x PBS 
 
 NaCl        80 g 
 KCl        2 g 
 Na2PO4      14.4 g 
 KH2PO4      2.4 g 
 DV        1 l‐ig 
 
PBST 
 
 PBS 0.1% Tween 20 tartalommal 
 
4% PFA/PBS 
 
 20% PFA      10 ml 
 10x PBS      5 ml 
 DW        50 ml‐ig 
 
1 * ProtK oldat 
 
 ProtK 10 μg/ml    1 μl 
 PBST        1 ml 
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Hibridizációs puffer 
 
 Formamid      25ml 
 Tween 20      50 μl 
 50 μg/μl élesztő tRNS  50 μl 
 50 μg/μl heparin    50 μl 
 20x SSC      12.5 ml 
 DEPC víz      50 ml‐ig 
 
Rnáz puffer 
 
 5 M NaCl      5 ml 
 1 M Tris‐HCl (pH 8.0)    500 μl 
 Tween 20      50 μl 
 DV        50 ml‐ig 
 
Rnáz oldat 
 
 20 μg/μl RNase A    10 μl 
 5 U/μl RNáz T1    20 μl 
 RNáz puffer      10 ml 
 
Blocking oldat 
 
 10% Blocking reagens  5 ml 
 10x PBS      5 ml 
 Tween 20      100 μl 
 DV        50 ml‐ig 
 
10% Blocking reagens 
 
 Blocking reagens    10 g 
 Puffer 1      100 ml 
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Puffer 1 
 
 Maleinsav      23.2 g 
 NaCl        17.53 g 
 DV        1.5 l 
 
Antitest oldat 
 
 Anti‐dig antitest : Blocking oldat = 1 : 4000 
 
AP puffer 
 
 1 M Tris‐HCl (pH 9.5)    5 ml 
 1 M MgCl2      2.5 ml 
 5 M NaCl      1 ml 
 Tween 20      50 μl 
 DV        50 ml‐ig 
 
20x SSCT 
 
 NaCl        175.3 g 
 Trinátrium‐citrát    88.2 g 
 1 M Tris‐HCl (pH 9.5)    5 ml 
 1 M MgCl2      2.5 ml 
 5 M NaCl      1 ml 
 Tween 20      50 μl 
 NaCl        175.3 g 
 DV        50 ml‐ig 
 
5x SSCT/50% formamid 
 
 Formamid      25 ml 
 20x SSCT      12.5 ml 
 Tween 20      50 μl 
 DV        50 ml 
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2x SSCT/50% formamid 
 
 Formamid      25 ml 
 20x SSCT      5 ml 
 Tween 20      50 μl 
 DV        50 ml‐ig 
 
2x SSCT 
 
 20x SSCT      5 ml 
 Tween 20      50 μl 
 DV        50 ml‐ig 
 
0.2x SSCT 
 
 20x SSCT      0.5 ml 
 Tween 20      50 μl 
 DV        50 ml 
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Adatlap 
a doktori értekezés nyilvánosságra hozatalához* 
 
I. A doktori értekezés adatai  
A szerző neve:              Zsigmond Áron 
MTMT‐azonosító:            10050219  
A doktori értekezés címe és alcíme:    Az embrionális fejlődés során zajló 
sejtmozgások szabályozásának vizsgálata zebradánió modellben  
DOI‐azonosító:              10.15476/ELTE.2017.122 
A doktori iskola neve:            Biológia Doktori Iskola  
A doktori iskolán belüli doktori program neve:       Klasszikus és molekuláris 
genetika  
A témavezető neve és tudományos fokozata:      Dr. Varga Máté, adjunktus 
A témavezető munkahelye:           ELTE Genetikai Tanszék  
 
II. Nyilatkozatok  
1. A doktori értekezés szerzőjeként  
a)  hozzájárulok,  hogy  a  doktori  fokozat megszerzését  követően  a  doktori  értekezésem  és  a  tézisek 
nyilvánosságra  kerüljenek  az  ELTE  Digitális  Intézményi  Tudástárban.  Felhatalmazom  a 
Természettudományi  kar  Dékáni  Hivatal  Doktori,  Habilitációs  és  Nemzetközi  Ügyek  Csoportjának 
ügyintézőjét, hogy az értekezést és a téziseket feltöltse az ELTE Digitális Intézményi Tudástárba, és ennek 
során kitöltse a feltöltéshez szükséges nyilatkozatokat.  
b) kérem, hogy a mellékelt kérelemben részletezett szabadalmi, illetőleg oltalmi bejelentés közzétételéig 
a doktori értekezést ne bocsássák nyilvánosságra az Egyetemi Könyvtárban és az ELTE Digitális Intézményi 
Tudástárban;  
c) kérem, hogy a nemzetbiztonsági okból minősített adatot  tartalmazó doktori értekezést a minősítés 
(dátum)‐ig  tartó  időtartama  alatt  ne  bocsássák  nyilvánosságra  az  Egyetemi  Könyvtárban  és  az  ELTE 
Digitális Intézményi Tudástárban;  
d) kérem, hogy a mű kiadására vonatkozó mellékelt kiadó szerződésre tekintettel a doktori értekezést a 
könyv  megjelenéséig  ne  bocsássák  nyilvánosságra  az  Egyetemi  Könyvtárban,  és  az  ELTE  Digitális 
Intézményi Tudástárban  csak a könyv bibliográfiai adatait  tegyék közzé. Ha a könyv a  fokozatszerzést 
követőn egy évig nem jelenik meg, hozzájárulok, hogy a doktori értekezésem és a tézisek nyilvánosságra 
kerüljenek az Egyetemi Könyvtárban és az ELTE Digitális Intézményi Tudástárban.  
2. A doktori értekezés szerzőjeként kijelentem, hogy  
a) az ELTE Digitális Intézményi Tudástárba feltöltendő doktori értekezés és a tézisek saját eredeti, önálló 
szellemi munkám és legjobb tudomásom szerint nem sértem vele senki szerzői jogait;  
b)  a doktori értekezés és  a  tézisek nyomtatott  változatai és  az elektronikus  adathordozón benyújtott 
tartalmak (szöveg és ábrák) mindenben megegyeznek.  
3.  A  doktori  értekezés  szerzőjeként  hozzájárulok  a  doktori  értekezés  és  a  tézisek  szövegének 
plágiumkereső adatbázisba helyezéséhez és plágiumellenőrző vizsgálatok lefuttatásához.  
 
Kelt: Budapest, 2017. 07. 10. 
 
                 ……………………………………................. 
a doktori értekezés szerzőjének aláírása 
 
*ELTE SZMSZ SZMR 12. sz. melléklet 
